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转基因 家 笃 的 研究 进展 及 应 用 


周 启 升 , 于 奇 , 刘 庆 信 


(山东 农业 大 学 发 育 遗 传 学 研究 室 , 山东 泰安 271018) 


摘要 : 转基因 家 和 蛋 Bombyx mori 是 指 利用 分 子 生物 学 手段 , 将 外 源 基因 转移 到 家 看 染色 体 中 , 使 之 出 现 先 前 不 具有 的 
性 状 和 产物 , 并 且 可 以 保持 传代 , 在 个 体 水 平 可 以 体现 外 源 基 因 的 功能 , 使 外 源 基 因 获 得 大 量 表 达 。 目 前 转基因 家 
看 研究 主要 以 piggyBac 转 座 系统 为 常用 载体 , REKILE H (green fluorescent protein, GFP) 基 因为 常用 报告 基因 , 经 
显 微 注射 法 获得 转基因 家 看 的 成 功率 可 达 40% 。 通 过 转基因 家 看 技术 已 经 探 明 了 家 看 外 源 导入 核 受 体 基因 BmFiz- 
Fl, 调控 家 蛋 体 壁 半 透明 的 BmBLOS2 基因 、 旷 皮 局 动 激素 (ecdysis-triggering hormone, ETH) 基 因 以 及 家 看 抗菌 肽 
CecB( cecropin B) 基 因 的 功能 ; 获得 了 具有 高 品质 、 高 细 纤 度 、 高 拉 伸 强度 和 高 弹性 丝 品 种 , 能 吐 带 绿色 灾 光 或 粉红 
ERRA m, 抗 家 看 核 型 多 角 体 病毒 ( Bombyx mori nucleopolyhedrovirus, BmNPV) 品种 及 抗 茧 黄 微 球菌 的 品种 ; 
成 功 表达 纯化 了 人 的 下 型 前 胶原 蛋白 、 人 碱 性 纤维 生长 因子 、 人 血清 蛋白 、 人 脑 源 性 神经 营养 因子 、 人 胰岛 素 生 长 
因子 1、 猫 干扰 素 、 单 克隆 抗体 等 生物 活性 蛋白 、 疫苗 及 特殊 的 生物 材料 。 随 着 家 看 转基因 技术 的 深入 研究 , 转 基 
因 家 看 产物 将 在 国防 、 军 工 、 航 天 、 医 药 等 方面 有 着 更 为 广阔 的 应 用 前 景 。 
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Progress and application prospect of transgenic silkworm 
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Abstract: Transgenic silkworm, Bombyx mori was generated by transferring foreign genes to its chromosome 





with molecular biological techniques and creating new traits and products, which could keep the generation 
and reflect the function of foreign genes with high expression. Recent studies showed that the piggyBac was 
the commonly used vector and the green fluorescent protein gene ( GFP) was the commonly used reporter 
gene in the transgenic silkworm technology, and the success rate of the transgenic silkworm by 
microinjection was up to 4096. Through using transgenic silkworm technology, the function of BmFtz-F1, 
BmBLOS2 , ETH and CecB genes of silkworm had been illuminated; new silkworm breeds with superior 
quality, high degree of fine fiber, high tensile strength, high flexibility, different fluorescences, and 
BmNPV resistance or Micrococcus luteus resistance had been established; and many biologically active 
proteins, vaccine and special biological materials, such as human type [ procollagen, human basic 
fibroblast growth factor, recombinant human serum albumin, human brain-derived neurotrophic factor, 
human insulin like growth factor I, cat interferon and monoclonal antibody, had been produced. With the 
further study of transgenic technology, transgenic silkworm products will have a broad application prospect 
in national defense, military industry, aerospace, medicine and so on. 
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ZU d RERBUZSUPBS HR, 曾 为 中 国 传统 政治 、 
经 济 和 文化 作出 了 嘻 越 的 贡献 , 新 世纪 随 着 生命 科 
学 和 生物 技术 的 发 展 , 家 绰 因 具有 世代 周期 短 、 繁 
殖 率 高 、 遗 传 背 景 清楚 ,后代 个 体 数 量 多 、 能 大 量 
饲养 等 优 操 而 成 为 经 典 遗 传 学 研究 的 模式 生物 之 一 
( 癌 仲 怀 等 , 2005; RES, 2010) 。 转 基因 家 和 在 是 
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指 利 用 分 子 生 物 学 手段 , 将 外 源 基 因 转 移 到 家 得 染 
色 体 中 , 使 之 出 现 先 前 不 具有 的 性 状 和 产物 , 并 且 
可 以 保持 传代 , 在 个 体 水 平 可 以 体现 外 源 基 因 的 功 
能 , 使 外 源 基 因 获 得 大 量 表 达 。 家 和 蛋 转 基因 研究 已 
经 有 40 多 年 的 历史 , 早期 的 研究 主要 是 为 了 探索 
如 何 将 外 源 基 因 有 效 地 导 人 到 家 和 蛋 基 因 组 中 , 这 一 
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阶段 的 研究 结果 显示 外 源 基 因 可 以 被 导入 , 导入 后 
也 引起 了 家 看 个 体 某 些 性 状 的 改变 , 但 当时 由 于 缺 
乏 合 适 的 载体 及 稳定 的 转基因 技术 体系 , 更 没有 合 
ERATA, 因此, 转基因 效率 均 非 常 低 , 转 基 
因 家 看 的 人 研究 一 下 处 于 摸索 阶段 ( 陈 克 平等 ， 
2003) ; 近年 来 , 伴随 着 对 生命 科学 认识 的 不 断 深 
A 人 研究 手段 的 创新 和 研究 技术 的 进步 ， 加 之 具有 
划时代 意义 的 家 看 基因 组 框架 图 与 精细 图 的 完成 
( Mita et al., 2004; Xia et al., 2004, 2008, 2009), 
家 看 转基因 技术 的 研究 也 取得 了 一 系列 重大 突破 ， 
在 转基因 方面 呈现 了 手段 多 样 性 、 往 选 高 通 量 性 的 
特点 ,转基因 效率 获得 了 大 幅度 的 提升 ,家 和 蛋 转 基 
系统 已 被 逐步 建立 , 家 看 转基因 的 研究 已 经 从 细 
胞 内 外 源 基 因 的 瞬时 表达 发 展 到 了 能 获得 稳定 遗传 
的 生殖 系 转化 , 转基因 家 和 看 可 以 按照 事先 的 设想 实 
现 可 控 表 达 外 源 基因 的 人 工 变异 系 , 从 而 最 终 产 生 
BETA Kk AS [n] Sz b OR BLA LARUM e 
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资源 的 局 限 , 改进 育种 方法 ,获得 昔 丝 品质 优良 或 
者 抗 逆 、 抗 病 的 新 品种 ; 可 以 研究 家 和 恒基 因 表 达 、 
调控 及 功能 ; 此 外 , 由 于 家 和 看 巨大 的 重 日 合成 能 
Jj, 它 也 被 生物 技术 领域 认为 是 用 来 进行 异 源 重 日 
表达 的 良好 载体 , 可 以 开发 家 看 生物 反应 带 生 产 有 
用 蛋白 , 为 人 类 健康 作出 贡献 。 由 此 可 见 , KAFE 


基因 技术 存在 着 巨 大 发 展 潜力 和 很 高 的 利用 价值 。 
在 此 背景 下 , 本 文 对 近 几 年 转基因 家 和 蛋 在 研究 方 
法 、 常 用 载体 、 报 告 基因 以 及 转基因 家 看 在 基因 功 
能 分 析 、 家 和 蛋 育 种 、 家 符 丝 腺 生物 反应 天 等 方面 的 
应 用 研究 进行 了 概述 , 并 指出 了 转基因 家 看 存 在 的 
问题 和 应 用 前 景 。 


1 转基因 家 蚕 的 操作 步骤 


家 和 看 转基因 操作 通 疝 分 为 以 下 几 个 步 又 。 首 
先 , 鉴别 拟 改 变 的 一 种 或 者 多 种 状态 及 其 特征 即 性 
TR; 其 次 , 鉴定 和 克隆 适宜 的 基因 以 及 适当 调控 元 
件 或 者 调控 序列 ,以 便 插 入 基因 在 家 看 特定 的 组 织 
中 获得 高 水 平 、 高 效 的 表达 , 含 外 源 目 的 基因 及 其 
调控 元 件 的 载体 应 该 通过 瞬时 转化 (transient 
transformation) 进行 功能 评价 ,需要 测定 基因 转移 至 
家 和 蛋 有 机 体 的 效率 , 外 源 基因 是 否 转录 与 表达 , 水 
平 怎样 ,如 有 果 目 的 基因 及 调控 序列 能 够 在 瞬时 系统 
中 有 效 表达 , 功能 正常 , 则 可 用 于 转 入 生殖 细胞 系 
Zt; 第 三 , 建立 合适 的 转化 方法 和 稳定 的 转化 胚层 
系 细胞 系统 , 转化 受 体 通常 采用 处 于 单 细 胞 状态 或 
者 前 胚 盘 时 期 的 胚胎 细胞 进行 ; 最 后 在 转基因 家 看 
品系 建立 以 后 , 进行 稳定 性 、 适 合 度 及 基因 表达 的 
评价 ,操作 流程 如 图 1 所 示 。 


确定 拟 改 变 的 性 状 


Determine the traits intended to change 


确定 合适 的 基因 来 源 


Determine the appropriate source of genes 


鉴定 合适 的 调节 序列 


Identification of appropriate regulatory sequences 


基因 + 调 廊 序列 瞬时 表达 的 评价 


The evaluation on transient expression of gene + regulatory sequences 


AE DSL: Fe PH A Zi c e ZR 


Gene + regulatory sequences are inserted into silkworm embryonic system 


适宜 的 转化 方法 


The suitable methods of transformation 


转化 的 数量 、 稳 定性 及 表达 的 评价 


The evaluation of quantity of transformation, stability and the expression 


评价 转基因 品系 的 相对 适合 度 


Evaluation of the transgenic lines relative to fitness 





图 1 家 看 转基因 操作 流程 图 ( 绢 建新 等 , 2006) 


Fig. 1 Transgenic operation flowchart of the silkworm (Peng et al., 2006) 
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2 转基因 家 蚕 的 制作 方法 


要 成 功 获得 转基因 家 看 , 首先 要 把 外 源 基 因 导 
人 到 家 春 细 胞 中 ,为 获得 能 稳定 传代 的 转基因 系 ， 
一 般 要 求 导入 的 外 源 基因 能 够 出 现在 性 母 细 胞 中 ， 
因此 外 源 基因 导入 的 时 机 人 往往 选择 在 豚 胎 发 育 的 早 
期 , 于 是 外 源 基 因 导 入 大 多 以 早期 受精 卵 为 受 体 
(Tan et al., 2005) 。 通 第 的 做 法 是 利用 物理 的 、 生 
物 的 或 者 是 组 合 的 方法 , 在 一 定 条 件 下 将 外 源 DNA 
送 至 受精 卵 内 ， 稼 用 的 方法 有 : 显 微 注 射 法 
dk Dj] $E SB 入 法 ( particle 
bombardment ) 和 精子 介 导 法 (sperm mediated gene 
transfer, SMGT) 等 。 

显 微 注射 法 是 目前 家 看 转基因 技术 应 用 最 早 也 
是 最 成 熟 的 一 种 方法 ， 目 Tamura 等 (2000 ) 首次 利 
用 显 微 注射 的 方法 将 携 融 绿色 灾 光 重 日 (green 
fluorescent protein, GFP) 基因 表达 盒 的 piggyBac 转 
座 子 载体 与 Helper 质粒 按 1:1 混合 后 注入 乍 卵 , 获 
得 绿色 严 光 家 看 以 来 , 显 微 注射 技术 的 运用 越 来 越 
广泛 ， 如 Thomas 等 (2002 ) Uhlířová 等 (2002 ) 、 
Imamura 等 (2003 ) 以 及 代 红 久 等 (2005 ) 也 先后 用 显 
微 注 射 法 获得 了 转基因 家 和 耕 , 至今, 显 微 注射 法 已 
发 展 成 为 转基因 家 乔 过 程 中 一 种 相对 成 熟 的 技术 ， 
并 取得 了 一 系列 重要 的 研究 成 果 , 但 是 这 项 技术 需 
要 特殊 的 仪器 及 熟练 的 操作 技术 ,而 且 在 操作 过 程 
中 有 时 会 出 现 因 卵 体 受 损 而 感染 等 现象 ; 基因 枪 导 
入 法 又 称 粒子 受 击 技术 , 备 智 局 等 (1990) 首先 符 试 
将 基因 枪 应 用 于 家 和 看 ,结果 表明 550 ~ 600 m/s 的 
缀 击 速度 可 使 金属 粒子 穿 透 卵 壳 进 入 卵 内 ， 乡 击 后 
的 卵 多 数 发 育 正常 , 卵 内 可 镜 检 到 2 ~ 12 粒 金 属 粒 
FT, 并 检测 到 报告 基因 的 表达 ，Horard 等 (1994 ) 将 
AREH Fhx/P25 基因 局 动 子 与 B- 半 乳糖 苷 酶 报 
Æ (LacZ) 拼接 而 成 的 DNA 片段， 以 基因 枪法 
体外 导入 家 符 丝 腺 ,再 移植 人 另 一 宿主 看 体内 进行 
瞬时 表达 , 48 h 后 检测 到 报告 基因 表达 产物 B-gal 
的 活性 ， 随 后 很 多 国内 外 研究 者 都 以 基因 枪 受 击 为 
手段 成 功 地 将 外 源 DNA SEA SIZE BB, un ERSTE SE 
(1999) 构建 了 含 新 霉 素 抗 性 基因 (meo ) 的 重组 质 
FE pFN, 经 Hind MHH, 用 基因 枪 将 DNA Fr Ez 
导入 家 看 早期 受精 卵 中 获得 了 仿 neo 的 转基因 看 ， 
Adachi 等 ( 2006 ) DI R 4E d DK m E H (heat shock 
protein, HSP ) 基因 局 动 子 控制 的 灾 光 素 酶 报告 基 
构建 质粒 载体 pHspLuc, 以 基因 枪法 体外 导入 家 看 


( microinjection ) 、 


5 龄 幼虫 丝 腺 , 并 移植 至 看 体 , 3 d 后 检测 到 报告 基 
因 的 表达 , 但 是 由 于 影响 基因 枪 示 击 法 转化 效率 的 
因素 有 很 多 , MHRA mE, X TFARRAK E 
的 条 件 也 需要 重新 建立 , 因此 该 方法 的 应 用 受到 一 
定 的 限制 ; 精子 介 导 法 , 即将 精子 与 外 源 DNA EAR 
后 再 与 卵子 受精 , 根据 家 看 交配 时 雄 蛾 的 精子 先 贮 
存在 峻 蛾 的 交配 赛 中 , 待产 卵 时 才 具 有 精子 与 卵子 
结合 的 特殊 性 , 精子 介 导 可 以 分 为 完 交 后 注 、 先 注 
后 区 以 及 人 工 授精 等 方法 ( 郭 秀 洋 等 , 2001)。 张 业 
顺 等 (2007 ) 为 了 构建 高 效 的 家 看 转基因 技术 , 对 采 
Hi piggyBac 转 座 载体 的 家 蛋 精 子 介 导 和 转基因 的 主 
要 技术 参数 进行 优化 后 , 推荐 的 家 在 精子 介 导 基因 
转移 技术 最 佳 方案 为 : 处 女 蛾 交尾 宫 注 射 6 ~8 uL 
以 0.1 x TE 稀释 的 2 g/L piggyBac 转 座 子 载体 DNA 
后 正常 交配 产 卵 , 根据 GO 代 5 龄 期 及 蛾 期 PCR 检 
测 标 记 基 因为 阳性 的 蛾 区 自 交 ，G1l 代 阳 性 个 体 目 
交 以 获得 纯 合 后 代 。 居 外 陈 元 霖 等 (1993 )、 桂 聚 燕 
等 (1997) 、 代 方 银 等 (2000)、 郭 秀 洋 等 (2004)、 赵 
越 等 (2009 ) 分 别 在 看 的 转基因 研究 中 利用 精子 介 
导 成 功 地 将 外 源 DNA 导入 到 看 卵 中 ,由 于 精子 能 
够 极 准确 地 游 回 肉 原 核 并 与 之 结合 ,， 因此 , 硅 以 精 
子 为 载体 可 将 外 源 基 因 较 顺利 并 正确 地 输送 到 相应 
细胞 的 位 置 , 且 操 作 简单 易 行 ,不 需 昂贵 设备 ,一 
次 注射 , 有 可 能 产生 很 多 转基因 春 , 具 省 时 、 省 力 、 
高 效 等 特点 , 但 是 精子 介 导 法 可 重复 性 差 , 转基因 
大 多 以 附加 体形 式 存在 , 注射 也 需要 专门 的 经 验 ， 
如 果 对 精子 介 导 法 再 进行 改进 和 完善 ,相信 在 家 看 
转基因 研究 中 一 定 会 有 更 好 的 发 展 前 景 。 

除 上 述 几 种 常用 的 方法 外 ,转基因 家 看 的 方法 
还 包括 压力 渗透 导入 法 (osmotic method, OM), Jk 
冲 场 电泳 法 ( pulsed field gel electrophoresis, PFGE) 
AB SF 4L SE AE (electroporation) $. WEJ JS% 
(2006) 利 用 压力 渗透 法 和 精子 介 导 法 将 家 看 核 型 
多 角 体 病毒 (BmNPV ) 来 源 的 IE-1 基因 启动 子 控制 
下 的 粒 / 巨 哈 细 胞 集落 刺激 因子 ( granulocyte/ 
macrophage colony-stimulating factor, hGM-CSF) 54 
助 质粒 helper-pig-A3 一 起 导入 看 卵 ,成 功 地 获得 了 
产生 绿色 严 光 的 家 到 ,并 最 终 获得 了 稳定 遗传 的 转 
hGM-CSF 基因 家 看 品系 ; Li 和 Rong(1997) 利 用 脉 
冲 场 电泳 法 将 约 1.1 kb 家 看 丝 素 基因 和 约 6.8 kb 
天 看 丝 素 基 因 的 重组 质粒 pFb-AY 38 3E BB 4L Sj A. Bp 
内 ; 电 和 穿孔 法 是 基因 工程 中 较为 成 熟 的 技术 之 一 ， 
一 般 多 用 于 转 到 细菌 、 酵 母 、 培 养 细 胞 株 等 
( Lurquin, 1997) , 但 Moto 等 (1999 ) 利用 此 方法 将 
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构建 的 家 和 看 素 (pombyxin ) 启动 子 驱 动 GFP 报告 基 
的 重组 质粒 成 功 的 导入 到 看 脑 细胞 中 , 通过 菊 光 
显微镜 检测 发 现 GFP 得 到 了 组 织 特异 性 表达 ， 男 
外 ，Zhang % (1999). $ P3 5$ (2001), Guo 等 
《2004) 均 以 此 方法 成 功 地 获得 了 转基因 家 在。 


3 ”转基因 家 看 所 用 载体 


转基因 载体 是 一 类 装载 有 外 源 DNA 并 使 其 随 
目 身 复制 而 得 到 扩 增 的 DNA 构造 , 并 且 具 有 可 以 
将 所 携带 的 外 源 基 因 在 一 定 条 件 下 插入 到 和 宿主 基因 
组 中 的 功能 , 转基因 载体 包括 一 些 固有 的 元 件 ， 如 
局 动 子 、 转 座 序列 等 , 进行 家 看 转基因 操作 , 除了 应 
注意 目的 基因 的 导入 方法 和 导入 时 期 外 ,选择 合适 
的 启动 子 和 构建 合适 类 型 的 载体 也 是 技术 的 关键 。 
3.1 转基因 家 看 载体 中 所 用 启动 子 

选择 合适 的 启动 子 也 是 成 功 表达 外 源 基因 的 关 
键 因素 之 一 ， 启动 子 是 位 于 一 个 基因 上 游 的 一 段 
DNA 序列 , 它 含 有 和 蛋 日 质 ( 转录 因子 和 RNA 聚合 
RS) 的 结合 位 点 , 目前 家 蛋 转 基因 多 采用 家 看 体内 
广泛 存在 的 肌 动 蛋 日 A3 启动 子 和 多 和 角 体 病毒 极 早 
期 重 日 IE 启动 子 。 

家 看 A3 基因 最 早 由 Mounier 和 Prudhomme 
(1986) 于 家 春 基 因 组 库 中 分 离 得 到 , 长 约 1.8 kb, 
存在 于 家 看 的 各 个 组 织 和 发 育 的 各 个 时 期 ,由 于 
A3 基因 分 布 的 广泛 性 , 用 A3 启动 子 来 构建 表达 质 
粒 可 望 在 各 种 组 织 中 得 到 表达 。Mangé 等 (1997 ) 对 
A3 上 游 序 列 ( -1 893 bp) 的 调控 活性 进行 了 人 研究 ， 
将 构建 的 A3 + LacZ 表达 系统 转 染 鳞 翅 目 昆 虫 细 
胞 , 并 人 工 构建 各 种 不 同 部 位 DNA 缺失 , 结果 显示 
-128 ~97 区 域 调控 的 LacZ 活性 较 高 ( 约 100 fi) o 
Mounier 和 Prudhomme( 1991 ) 在 家 春 丝 腺 中 分 析 了 
与 泌 丝 循环 相关 的 A3 基因 的 表达 水 平 , 认为 A3 
mRNA 的 转录 在 4 龄 赔 皮 时 降低 , 在 5 龄 第 5 天 转 
录 达 到 最 高 水 平 , 5 龄 末 又 会 降低 , 这 为 A3 启动 子 
启动 的 外 源 基 因 在 看 体 的 表达 检测 提供 了 时 相 上 的 
依据 。 即 刻 早 期 蛋白 (immediate early protein, IE) 
是 一 种 杆 状 病毒 基因 产物 ， 当 病毒 进入 细胞 , 它 会 
被 迅速 激活 , 它 是 病毒 基因 的 反 式 调节 因子 , 也 是 
起 始 病毒 DNA 所 必需 的 , 杆 状 病毒 早期 蛋白 已 报 
道 的 有 IE0, IET, IE2 等 , 其 中 对 IE1 的 研究 最 为 详 
细 , 构建 以 IET 为 启动 子 的 表达 载体 , 可 期 望 外 源 
基因 能 在 看 体内 长 期 表达 。 除 此 以 外 , 被 用 作家 看 
转基因 技术 的 局 动 子 还 包括 人 工 启 动 3 xP3、 热 激 


和 蛋 晶 启动 子 (hsp)、 家 看 丝 心 蛋 日 启动 子 (Serl)、 家 
dir ££ 38 8 E48 ST Cfüb ) 和 抗菌 肽 启动 子 等 ( Kimata 
and Yoshida, 1994; Liu et al., 1997; Balteskard et 
al., 1998) 。 启 动 子 的 活性 具有 时 空 性 , 采用 不 同 
的 局 动 子 可 实现 外 源 基 因 在 不 同 组 织 、 不 同时 期 的 
FERK, 选用 A3、IE 等 局 动 子 可 以 实现 家 看 
整体 表达 , 选用 hsp 等 具有 诱导 活性 的 启动 子 可 以 
实现 诱导 表达 , 选用 丝 和 蛋 日 局 动 子 则 可 以 实现 外 源 
重 日 在 丝 腺 中 的 集中 表达 。 

另外 , 在 家 看 转基因 人 研究 中 利用 局 动 子 缺陷 转 
基因 系统 对 于 锯 选 家 和 看 组 织 特异 性 局 动 子 和 人 研究 基 
因 的 表达 调控 具有 重要 意义 (Larsen et al., 2006), 
杨 惠 娟 等 (2008 ) 在 已 有 的 转基因 方法 基础 上 构建 
了 司 动 子 缺陷 质粒 (PPICCFP) , JF ARTI CERT 
的 家 和 看 品种 Nistari 进行 转基因 研究 , 结果 发 现 局 动 
子 缺 陷 转 座 子 质粒 对 家 有恒 的 转基因 实验 具有 一 定 的 
可 行 性 , 并 且 EGFP 标记 基因 也 易于 阳性 转基因 家 
RAME, 因而 为 应 用 该 方法 入 选 家 和 看 组 织 特 异性 
局 动 子 以 及 人 研究 插入 位 点 基因 的 表达 和 功能 葛 定 了 
实验 基础 。 
3.2 转基因 家 看 所 用 的 载体 类 型 
3.2.1 基于 转 座 子 的 载体 : 目前 应 用 于 转基因 家 
蛋 人 研究 最 多 的 是 piggyBac 转 座 子 , "E UL TE EG HE TR 
系 转化 使 用 最 广泛 的 转 座 子 , 其 结构 见 图 2, 该 转 
ETME SET. HL E RUBUS RH H GEH E 
翅 日 以 及 鳞 翅 日 中 起 作用 , 还 能 在 哺乳 动物 (人 和 
老鼠 ) 以 及 老鼠 生殖 系 中 实现 转 座 (Sheng et al., 
2005), BE Tamura 等 (2000 ) 首先 使 用 piggyBac 转 
座 系统 为 载体 , 经 显 微 注 射 家 符 早 期 豚 胎 成 功 获得 
转基因 看 以 来 , 这 种 方法 后 几经 改进 , 已 成 为 获得 
转基因 乍 最 主要 也 是 最 为 有 效 的 方法 ,有关 家 和 蛋 转 
基因 的 研究 也 目 此 进入 了 快速 发 展 阶段 。PigsgyBuc 
转 座 系统 常 作为 家 看 转基因 研究 采用 的 有 效 载 体 ， 
目前 , 已 经 根据 不 同 的 研究 需求 以 piggyBac 为 基础 
构建 了 多 种 不 同类 型 各 具 特 色 的 转基因 载体 , 包括 
基于 pigeyBac 转 座 子 的 Actin-GFP 载体 (Tamura et 
al., 2000) ， 基 于 piggyBac 转 座 子 的 3 x P3-EGFP、 
EYFP, ECFP 增强 型 载体 (Hom and Wimmer, 
2000) ， 基 于 pigeyBac 转 座 子 的 Actin-dsRed-HSP- 
GENE 类 型 ( Nolan et al., 2002) ,基于 pigeyBac 的 
丝 素 轻 链 基因 融合 表达 转基因 载体 (Tomita et al., 
2003), ， 基 于 piggyBac 的 丝 胶 局 动 子 控制 外 源 基因 
的 转基因 载体 (Ogawa et al., 2007) ,基于 piggyBac 
转 座 子 的 丝 素 重 链 基因 融合 载体 (Kurihara et al., 
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2007) ,基于 piggyBac EET HE neo 基因 的 转 基 
因 载 体 ( 醇 仁 宇 等 ,2008; 赵 越 等 ,2009 ) ， 基 于 
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piggyBac 转 座 子 的 双 元 系统 ( GALA4A/UAS) 
(Tatematsu et al., 2010) 等。 
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图 2 piggyBac 转 座 子 结 构 示意 图 ( Handler, 2002) 
Fig. 2 Schematic representation of transposon piggyBac ( Handler, 2002) 


piggyBac 转 座 系统 虽然 在 家 看 生殖 系 转化 中 有 
比较 高 的 转化 率 , 但 是 在 细胞 水 平 上 ， 如果 转化 细 
胞 在 没有 选择 压力 的 条 件 下 培养 , 转化 细胞 的 比例 
将 会 下 降 , 可 能 导致 外 源 基 因 的 丢失 ,另外 仅 靠 
piggyBac 转 座 子 难 以 建立 一 套 完 整 的 家 看 功能 基因 
的 分 析 系 统 , 因为 来 源 于 不 同 种 的 转 座 子 在 插入 家 
看 基因 组 时 会 有 序列 偏好 ,为 了 消除 这 种 序列 偏 
好 ,以 便 更 深入 地 研究 家 看 基因 功能 , 构建 转基因 
家 看 的 载体 必须 由 不 同 的 转 座 子 组 成 。Uchino 等 
(2007) 利用 Minos 转 座 子 进行 家 和 看 生 殖 系 转化 , 发 
现 转化 效率 比 采 用 piggyBac 转 座 系统 要 低 很 多 , 但 
是 当 采 用 Minos 转 座 酶 mRNA 体外 合成 源 时 , 转化 
率 可 以 提高 40 f UA E, 所 以 Minos 也 可 以 是 一 种 构 
建 转基因 家 大 的 有 效 载 体 。 男 外 ，Wang 等 (2000 ) 
还 报道 了 他 们 用 Mosl 元 件 成 功 将 外 源 基因 转 人 家 
看 的 培养 细胞 。 

3.2.2 基于 病毒 的 载体 : 用 于 家 看 基因 工程 的 杆 
状 病毒 主要 有 家 看 核 型 多 角 体 病毒 (BmNPV) A E 
医 银 纹 夜 蛾 核 型 多 角 体 病毒 (AcMNPYV ) ， 既 可 用 于 
家 看 的 种 系 转移 , 又 可 用 于 瞬时 表达 , 该 方法 是 将 
外 源 基 因 插 入 到 杆 状 病毒 特定 位 点 ,得 到 重组 病 
毒 , 通过 重组 病毒 与 家 和 看 基 因 组 之 间 的 同 源 重组 将 
外 源 基 因 整 合 到 家 看 基因 组 。BmNPV 用 作家 看 转 
基因 载体 时 , 由 于 家 看 一 旦 感染 了 NPV, 一 般 都 会 
死亡 ,目的 基因 不 能 传 给 后 代 ( 张 峰 等 ,1997 ) , 所 
以 到 目前 为 止 , 以 BmNPV 作 载 体 将 目的 基因 成 功 
传 给 后 代 的 转基因 个 体 尚未 得 到 ; 而 AcMNPV 虽 能 
RUKE, 但 其 DNA 进入 细胞 核 不 会 大 量 复制 从 
而 不 会 引起 细胞 死亡 , 因此 具有 将 外 源 基因 导入 细 
胞 并 通过 基因 打靶 使 外 源 基 因 整 合 进 家 看 染色 体 的 
潜力 ， 如 Mori & (1995 ) 把 黑 腹 果 晶 Drosophila 
melanogaster 的 hsp 基因 的 启动 子 秋 光 素 酶 基因 


克隆 进 AcMNPV 后 , 成 功 将 外 源 基 因 导 入 到 家 看 基 
因 组 获得 转基因 家 在， 此后, 很 多 学 者 也 都 分 别 以 
AcMNPV 介 导 , 实现 了 外 源 基 因 问 家 和 看 基因 组 的 
整合 。 

3.2.3 基因 打靶 载体 : 基因 打靶 技术 以 同 源 重 组 
为 基础 , 通过 同 源 重 组 将 外 源 基因 和 定 癌 地 融合 进 靶 
细胞 基因 组 中 的 某 个 位 点 , 目 20 世纪 80 年 代 后 兴 
起 ( Mori et al., 1995) ， 人 为 地 对 某 一 预先 确定 的 设 
位 点 进行 定点 突变 , 可 以 达到 定点 修饰 改造 染色 体 
上 某 一 基因 的 目的 。 与 piggyBac 转 座 子 相 比 ,其 突 
出 的 优点 是 克服 了 随机 整合 的 盲目 性 和 危险 性 ， 
此 是 一 种 理想 的 修饰 和 改造 生物 遗传 物质 的 方法 。 
Yamao 等 (1999 ) 构建 含有 丝 素 蛋白 轻 链 基因 的 5" 
端 序 列 -GFP 序列 - 轻 链 基因 3' 端 序列 的 重组 
AcMNPV, 通过 GFP 两 边 的 丝 素 轻 链 基因 作为 同 源 
重组 臂 将 GFP 基因 打靶 进 看 卵 母 细 胞 基因 组 丝 素 
轻 链 中 , 得 到 转基因 看 ; 张 峰 等 (1999 ) 以 家 看 丝 心 
和 蛋 日 重 链 基 因 的 5' 和 3' 端 部 分 序列 为 同 源 臂 构建 
基因 打靶 载体 , 对 重 链 基 因 进 行 打靶 , 但 获得 的 转 
基因 看 不 能 吐 丝 和 传代 , 可 能 与 二 硫 键 的 改变 有 
关 ; 随后 , EXE (2001 ) 对 载体 进行 了 改进 ， 以 丝 
素 和 蛋白 重 链 基因 构建 带 有 GFP 报告 基因 的 基因 打 
划 载 体 ， 获 得 转基因 看 。 尺 管 基因 打靶 载体 也 可 以 
实现 外 源 基 因 在 染色 体 上 的 定点 整合 , 但 成 功 的 研 
究 报 道 并 不 多 , 并 且 通 过 基因 打靶 所 获得 的 转基因 
家 人 看, 尽管 能 够 表达 外 源 基 因 , 但 在 G3 代 群 体外 
源 基因 的 表达 水 平 明显 下 降 , 认为 有 可 能 存在 外 源 
基因 丢失 现象 (Wu and Cao, 2004) 。 

3.2.4 其 他 转基因 载体 : 除 上 述 转基因 载体 系统 
外 , 也 有 报道 用 YAC 载体 、 反 转录 病毒 等 载体 进行 
家 看 转基因 的 研究 。 李 振 刚 等 (1995 ) 用 天 看 丝 基 
因 的 YAC 库 介 导 天 看 丝 基 因 整 合 于 家 看 基因 组 中 ， 
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获得 绿 曹 转基因 家 看 。Kawamoto( 1999) 利用 反 转 
录 病 毒 的 LTR 序列 将 GFP 基因 导入 家 看 体 细胞 ， 
并 对 GO 代 5 龄 幼虫 进行 了 PCR 检测 ， 发 现 病毒 载 
体 以 高 频率 侵入 了 家 看 胚 细胞 并 转录 成 cDNA, 
Yamamoto 等 (2004) 将 在 采 蝇 热 激 局 动 子 驱 动 下 转 
座 酶 基因 构建 为 专用 的 AcNPV 重组 病毒 的 helper， 
另 一 个 重组 AcNPV 装载 了 由 B. mori Actin 控制 的 
GFP ÆN, 并 且 侧 又 有 piggyBac 的 反问 重复 序列 ， 
结果 获得 了 转基因 的 G0 代 , 并 且 在 G1 代 的 转基因 
APH PCR 验证 了 插入 的 外 源 DNA 序列 , 在 G2 
代 乔 中 还 能 观察 到 灾 光 。 目 前, 本 研究 室 正在 对 新 
的 转基因 家 看 载体 进行 研究 , 所 获得 的 转基因 载体 
有 望 在 纯 合 子 及 杂 合 子 的 区 分 上 更 加 人 简便 。 


4 ”转基因 家 乔 所 用 的 报告 基因 


目的 基因 导入 宿主 的 时 候 , 选择 合适 的 报告 基 
因 可 以 灵敏 地 、 非 介入 地 检测 外 源 基因 的 导 人 和 表 
达 过 程 。 报 告 基因 含有 完整 编码 区 DNA 片段 ， 当 
它 与 外 源 基 因 被 导 和 人 细胞 或 者 受 体 以 后 ,表达 产物 
具有 容易 检测 和 方便 区 别 的 特点 , 或 者 可 以 人 简便 、 
快捷 地 检测 目的 基因 的 表达 及 调控 状况 。 

在 转基因 家 和 蛋 人 研究 中 应 用 最 多 的 报告 基因 为 绿 
RYE 4& E A (GFP) F ZT (65 2e 26 8 E E A 
( DsRed) , GFP 产物 绿色 灾 光 和 蛋白 在 395 ~ 475 nm 
光照 激发 下 可 以 发 出 绿色 荧光 ,DsRed 产物 红色 荧 
光 重 日 在 波长 为 558 nm 的 光照 激发 下 可 以 发 出 红 
色 实 光 。 由 于 采用 GFP 进行 标记 通常 在 转基因 的 
第 2 代 才 能 对 其 表达 进行 检测 ， 因 此 获得 转基因 个 
体 的 周期 比较 长 ,而 增强 型 绿色 奖 光 和 蛋 日 
(enhanced green fluorescent protein, EGFP) rH F% 
光 信 号 强 而 便于 检测 , 且 具 有 稳定 性 和 无 毒性 等 优 
点 , 成 为 新 一 代 的 转基因 标记 , 被 广泛 应 用 ( 徐 汉 
和 福 等 , 2005). 。 此 外 ， 史 光 重 日 的 表达 还 受 其 局 动 
子 的 局 动能 力 、 插入 片段 在 宿主 基因 组 中 的 位 置 和 
拷贝 数 等 因素 的 影响 ,从 而 影 啊 转基因 的 筛选 效 
K, Lp — fH 55 (2009) 研究 发 现 选 择 以 眼睛 和 神经 特 
异 局 动 子 (3 x p3) 启动 具有 更 长 激发 波长 的 DsRed 
标记 的 笠 选 效果 较为 理想 , 但 由 于 很 难 避 免 央 选 过 
程 中 紫外 线 对 胚胎 的 伤害 因此， 如 能 选择 在 胚胎 
早期 便 可 用 肉眼 观察 的 表 型 突变 基因 来 代替 荧光 标 
WERN, A ARRERA. Ih AR E iR 
道 的 用 于 家 和 蛋 转 基因 的 报告 基因 还 包括 奖 光 素 酶 基 
(luciferase) ( Liu et al., 2000) , 在 ATP, Mg ' fH 


0, 存在 的 条 件 下 , 催化 D- 获 光 素 氧化 脱羧 ， 发 出 
可 见 光 ; 新 霉 素 抗 性 基因 ( Veo ) ( 薛 仁 宇 等 ,2008; 
赵 越 等 , 2009) , 使 宿主 具有 新 霉 素 抗 性 ; AER 
酰 转 移 酶 基因 (CA7T) (Tamura et al., 1990) , fig E 
具有 和 氧 霉 素 抗 性 ; 半 乳 糖苷 酶 基因 (Zec2Z) (xi UR 
等 , 1990) , 在 IPTG 诱导 下 合成 的 半 乳 糖苷 酶 分 解 
X-gal 而 产生 兰 色 来 检测 转基因 是 否 成 功 。 报 告 基 
因 作 为 一 种 有 效 的 技术 手段 在 转基因 家 看 人 研究 中 发 
挥 着 重要 作用 , 它 是 目的 产物 定位 、 表 达 和 转移 的 
风 癌 标 , 但 由 于 家 和 看 及 其 组 织 目 身 具 有 不 同 的 菊 
J6, 因此 必需 根据 需要 选择 合适 的 家 乔 品 种 和 报告 
基因 进行 家 看 转基因 。 随 着 转基因 技术 的 深入 发 
展 , 报告 基因 种 类 将 会 不 断 增多 , 检测 方法 将 会 不 
新 完善 , 在 今后 的 转基因 家 看 人 研究 中 必 将 发 挥 更 广 
泛 的 作用 。 


5 转基因 家 蚕 的 应 用 研究 


5.1 转基因 家 等 在 基础 研究 中 的 应 用 

5.1.1 研究 基因 功能 : 在 家 不 的 全 基因 组 框架 图 
完成 之 后 , 目前 的 主要 工作 是 对 家 和 春 基 因 组 计划 所 
获得 的 大 量 基因 进行 研究 ,以 探索 其 具体 的 生物 学 
功能 , 由 于 转基因 技术 可 以 实现 家 和 奏 功 能 基因 的 过 
量 表达 或 者 基因 功能 的 缺失 , 因此 将 成 为 研究 家 看 
基因 功能 的 重要 方法 之 一 。 要 最 终 鉴定 基因 功能 ， 
最 理想 的 方法 是 将 分 离 的 基因 导入 家 大 体内 ,在 个 
体 水 平 上 验证 其 是 否 具 有 功能 , 特别 是 对 于 功能 基 
因 组 学 研究 来 说 , 不 仅 要 确定 序列 的 编码 区 和 非 编 
WBK, 还 要 鉴定 相关 的 生物 功能 ， 因此 只 有 转基因 
方法 才能 最 终 使 我 们 认识 所 有 不 同 序列 的 功能 特 
征 , 转基因 家 看 有 助 于 人 研究 家 青 系 统 发 育 调控 以 及 
基因 和 群 的 相互 作用 ( 陈 金 娥 等 , 2008 ) 。Uhlfiova 等 
(2002 ) 利 用 家 看 转基因 技术 人 研究 了 外 源 导 入 的 核 
受 体 基因 BmFiz-F1 的 功能 , 发现 BmFtz-FI Tài p 
激素 信号 途径 的 关键 成 员 , 而 且 BmFiz-F1 对 于 家 
看 的 晓 皮 是 必须 的 。Tan 等 (2005 ) 通过 二 元 的 
GALA/USA 系统 构建 了 可 以 大 量 地 表达 保 幼 激素 特 
异性 酯 酶 (JHE) 的 转基因 家 奈 , 大 量 表达 的 JHE 使 
ZC ATE 3 龄 时 即 变 成 贤 , 说 明 保 幼 激素 (JH) 在 家 看 
第 2 次 晓 皮 以 前 的 发 育 并 不 起 关键 作用 ;Fujii 等 
(2010) 通 过 转基因 研究 控制 家 和 看 幼虫 体 壁 半 透 明 
BmBLOS2 基因 的 功能 发 现 BmBLOS2 基因 在 突变 的 
油 丰 和 家 看 幼虫 表皮 中 尿酸 转化 为 尿酸 颗粒 中 起 重 
要 作用 ; Dai 等 (2008 ) 通过 构建 基于 UAS/GALA 和 
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RNAi 的 转基因 载体 , 研究 晓 皮 启动 激素 (ecdysis- 
triggering hormone, ETH) 基因 的 功能 , ETH RNAi JF 
列 由 UAS 控制 , 并 通过 转基因 制 成 一 个 家 看 转 基 
因 系 , 带 有 GALA 激活 序列 则 由 家 不 A3 启动 子 控 
制 , 也 制 成 一 个 家 看 转基因 系 , 将 2 个 系统 杂交 后 ， 
双阳 性 的 转基因 看 的 £7TH 表达 水 平 被 明显 下 调 ， 
看 在 2 岭 便 不 能 晓 皮 ,而 单 阳 性 的 转基因 杂交 大 赔 
RES, 该 系统 为 研究 对 看 有 致死 功能 的 基因 提供 
了 一 个 很 好 的 研究 平台 ; Imamura 等 (2006) 为 了 人 研 
ARADA MAEA CecB 启动 子 (P6ws ) 的 体内 活性 ， 
以 其 控制 EGFP 报告 基因 构建 带 有 3 x P3-DsRed 的 
piggyBac 转 座 子 载体 , 导入 家 看 获得 成 功 的 转基因 
个 体 , 在 幼虫 中 注射 大 肠 杆菌 可 显著 诱导 EGFP 在 
HD ACRI S 种 类 型 血细胞 中 表达 ，Northern blot 分 
析 显 示 脂 肪 体内 的 ECFP 表达 动力 学 与 细菌 诱导 下 
的 CecB 基因 活动 有 关 。 
5.1.2. 研究 基因 的 表达 机 制 : 将 家 看 基因 的 启动 
子 或 增强 子 序列 和 lacZ 融合 基因 做 成 转基因 家 天， 
通过 调查 lacZ 基因 的 表达 , 研究 基因 的 表达 机 制 。 
不 同 的 和 蛋品 种 , 其 内 部 生理 环境 各 不 相同 , 生化 代 
谢 与 调控 也 存在 一 定 的 差异 , 因此 以 不 同 品种 的 家 
看 为 对 象 进行 转基因 人 研究, 所 获得 的 转基因 和 看 中 外 
源 基因 的 表达 水 平 有 可 能 存在 差异 , 通过 转基因 技 
术 可 以 寻找 易于 表达 外 源 基因 的 家 和 看 品种 ， 从 而 为 
转基因 家 和 看 的 进一步 应 用 提供 参考 。 有 学 者 认为 
Nd-s^ REKE, LRE KEN AEE PR 
EAZA, KA Nd-s” 突 变 品 种 由 于 工 链 基因 
(fi6-L) 部 分 片段 缺失 使 丝 和 蛋白 的 H 链 与 L 链 之 间 
不 能 形成 二 硫 键 ， 导 致 该 品种 家 和 在 后 部 丝 腺 发 育 异 
常 , 丝 和 蛋白 不 能 分 洲 与 转运 ， 从 而 不 能 正常 吐 丝 结 
k, Inoue 等 (2005 ) 构建 以 正常 家 看 品种 C108 的 
fib-L 基因 cDNA 与 GFP 融合 的 表达 盒 ， 通 过 
piggyBac 导入 Nd-s" REMAKE, 3 x P3 启动 子 
控制 的 DsRed 在 胚胎 期 单眼 和 神经 组 织 中 特异 性 表 
WA, 使 得 Nd-s" 突变 品种 转基因 阳性 个 体 恢 复 了 吐 
丝 结 革 功能 ，CFP 在 丝 腺 组 织 中 得 到 表达 并 分 沁 ， 
融合 蛋白 表达 量 较 以 往 大 大 提高 , 表明 Nd- KE 
是 一 种 外 源 基 因 表 达 有 效 的 系统 ; 男 外 Kurihara 等 
(2007 ) 通 过 实验 验证 发 现 丝 胶 缺乏 家 看 也 是 一 种 
5.2 转基因 家 等 在 家 等 育种 中 的 应 用 研究 
5.2.1 KERZ m: 家 看 丝 是 一 类 性 能 优良 的 
天 然 和 蛋白 纤维 , 但 却 在 抗皱 性 、 耐 磨 性 、 固 色 性 、 
次 特性 等 方面 存在 不 足 , 而 天 看 丝 和 蜘蛛 丝 的 许多 


FEBEXSHLT ZU ZZ, RARER, 柔软 性 好 ， 吸 
汗 传 湿 性 和 耐酸 性 优 于 家 看 丝 , 但 是 天 看 对 环境 要 
Rp AM. 饲养 难度 大 , 使 天 看 丝 十 分 稀有 和 昂贵 ; 
而 蜘蛛 可 以 产生 纤维 砷 性 比 钢 还 强 的 丝 , 但 是 蜂 蛛 
太 具 攻击 性 而 不 能 饲养 。 所 以 许多 研究 人 员 一 耳 致 
力 于 使 用 基因 工程 方法 构建 转基因 家 看 用 以 突破 传 
统 育种 的 限制 , 通过 人 工 构 建 蜂 蛛 丝 、 天 看 丝 等 蛋 
日 的 基因 , 并 将 其 导入 家 春 中 ,获得 具有 优良 丝 质 
性 状 的 家 看 新 品种 一 下 以 来 都 是 研究 的 热点 ( 贰 君 
霆 ,2001)。 早 期 学 者 仿照 蜂 蛛 拖 率 丝 基因 的 一 上 段 
序列 人 工 合成 了 丝 素 和 蛋 晶 样 基 因 单 元 , 利用 同 源 重 
组 及 电 穿 孔 方法 将 其 导入 家 和 看 染色 体 中 获得 新 的 家 
di iR s 刘辉 分 等 (2006 ) 利 用 piggyBac 转 座 子 将 络 
新 妇 蛛 Nephila clavipes HME 2£ 4 E13 D] MaSpl 导 
Sz BIB, REFRENA, 但 是 由 于 技术 
原因 均 没 有 达到 大 批量 生产 的 目的 ; 2008 年 , 日 本 
农业 生物 资源 研究 所 采用 转基因 技术 成 功 培育 出 了 
能 吐 囊 绿色 严 光 、 粉 红色 灾 光 的 看 丝 品 种 ,同时 他 
们 还 培育 出 了 一 种 能 吐 高 细 纤 度 丝 的 转基因 看 , 该 
丝 可 以 用 于 制造 人 造血 管 , 在 医学 上 具有 很 高 的 使 
用 价值 和 市 场 前 景 ; 同年 我 国 西南 大 学 也 成 功 开发 
出 了 一 种 转基因 新 型 有 色 芋 品种 ; Wen 等 (2010 ) 构 
建 货 有 蜘蛛 牵引 丝 基 因 的 piggyBac 转化 载体 ， 获 得 
生殖 细胞 转基因 看 , 在 和 蛋 革 中 有 重组 生日 的 表达 ， 
与 野生 型 蜘蛛 丝 相 比 ,， 转 基因 竺 生 产 的 重组 丝 表现 
出 更 高 的 拉 伸 强度 和 弹性 。 随 者 家 看 转基因 技术 进 
一 步 研究 ， 相信 转基因 家 和 蛋 可 以 合成 比 天 竺 丝 和 蜂 
蛛 丝 性 能 更 加 优良 的 蛋白 纤维 , 并 且 这 些 转 基因 看 
丝 在 制作 防弹 衣 、 宇 航 服 、 汽 车 复合 材料 、 运 动 装 
备 , 其 至 新 型 建筑 材料 等 方面 有 着 广阔 的 应 用 前 
景 。 此 外 , 还 可 以 通过 转基因 技术 修饰 家 看 丝 素 重 
链 和 蛋白 以 改善 家 和 看 丝 腺 物理 性 状 ， 从 而 提高 蚕丝 品 
质 ( Kojima et al., 2007) ; Yanagisawa 等 (2007 ) 为 了 
提高 用 丝 制 成 的 丝 片 对 其 他 蛋白 的 相 容 性 , 增强 对 
细胞 的 粘 附 性 ,对 丝 素 轻 链 基因 进行 了 改良 ， 试 图 
减少 正常 家 看 所 产 丝 中 的 胶原 ， 用 转基因 的 方法 ， 
在 家 看 中 表达 改造 后 的 丝 系 轻 链 基因 , 结果 新 产生 
丝 的 粘 附 性 能 提高 了 2 借以 上 ， mu 
TGRGDSPAS 的 重组 丝 性 能 提高 了 6 倍 以 上 。 

5.2.2. 选 育 抗 病 品种 : 看 丝 业 最 大 的 威胁 是 传染 
性 疾病 , 看病 会 引起 巨大 的 经 济 损 失 , 而 把 抗 病 基 
因 导 入 家 和 蛋 体 内 培育 出 抗 病 品 种 , 也 是 转基因 家 看 
研究 中 的 重要 内 容 之 一 。 相 关 的 研究 已 有 报道 ， 张 
IESE (1999 ) 将 线性 化 的 含 核 酶 基因 和 奖 光 素 酶 报 
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告 基因 的 重组 质粒 pG12Rz 用 基因 枪 导入 家 等 早 期 
受精 卵 中 (G0 代 ), 人 研究 结果 表明 已 经 获得 了 搞 
BmNPV 的 核 酶 转基因 大 ;Isobe 等 ( 2004) 3€- Hj 
piggyBac 转 座 系统 通过 转基因 技术 表达 病毒 必需 基 
lef-1 dsRNA ,产生 沉默 基因 (gene silencing ) 作 
用 , 抑制 BmNPV 的 复制 ,从 而 使 家 不 对 BmNPV 的 
抗 性 提高 10 ff; Tanaka 等 (2005 ) 利 用 了 家 在 转 基 
因 系 统 , Rel 重 日 进行 了 人 研究, 结果 发 现 将 缺失 
HEKA RelA 基因 中 5' 端 240 个 碱 基 克 隆 进 转基因 
载体 , 再 获得 的 转基因 家 到 表现 了 对 芯 黄 微 球菌 极 
强 的 抗 性 。 另 外 , 由 于 家 和 看 对 病害 的 抵抗 性 一 般 受 
多 基因 控制 ,而且 绝 大 部 分 基因 在 染色 体 上 的 位 置 
尚 不 清楚 , 所 以 直接 进行 转基因 抗 病 育 种 有 较 大 的 
难度 , 近年 发 展 起 来 的 RNA FH (RNA) 技术 将 有 
望 解决 这 一 难题 , 利用 转基因 技术 将 BmNPV 的 
DNA 聚合 酶 基因 和 PKI 基因 的 反问 重复 片段 在 看 
体内 表达 后 ,可 使 家 看 获得 适度 的 对 BmNPV 的 抗 
性 , 说 明 针 对 特定 病毒 基因 的 转基因 RNAi 技术 ， 
可 使 家 看 获得 对 该 病毒 的 抗 性 ， 因 而 有 望 成 为 今后 
家 看 抗 病 育种 的 新 手段 ( Kanginakudru et al., 2007; 
黄 科 等 , 2009; 杨 金 宏 等 , 2010)。 利 用 转基因 家 看 
技术 可 望 育成 抗 病 性 强 并 且 草 丝 形状 优良 的 家 看 新 
mAP o 
5.3 ”转基因 家 看 生物 反应 器 的 开发 应 用 研究 

早期 的 家 看 生物 反应 带 人 研究 主要 是 指 杆 状 病毒 
表达 系统 ( baculovirus expression vector system, 
BEVS) 的 开发 和 应 用 , 是 指 以 BmNPV 为 载体 将 外 
源 目 的 基因 克隆 至 BmNPV 构建 重组 病毒 , 然后 感 
染 家 和 蛋 从 而 表达 外 源 蛋 日 ,事实 上 仅 是 将 家 在 作 为 
营养 源 , 在 家 看 体液 中 表达 多 种 有 用 蛋白 ,实际 生 
产 外 源 蛋 白 的 是 病毒 自 喇 。 而 转基因 系统 构建 的 家 
看 生物 反应 带 是 以 家 看 日 映 来 表达 外 源 异 昌 和 有 用 
物质 。 
5.3.1 转基因 家 和 蛋 丝 腺 生物 反应 器 : Marshall 
(1988) 首先 提出 了 利用 丝 素 启动 子 在 丝 腺 中 表达 
外 源 和 蛋 日 的 构想 , 而 相关 的 早期 的 研究 主要 是 以 丝 
素 基 因 名 -H 重 链表 达 系 统 和 fib-L 轻 链 表达 系统 在 
家 和 寿 丝 腺 细胞 中 高 效 表 达 GFP 基因 , 结果 发 现 
GFP 能 完整 地 分 泌 到 丝 乳 中 ,这 说 明 丝 腺 细胞 能 够 
完整 地 表达 外 源 重 白 ( 张 峰 等 ，1999; Toshiki et al, 
2000; jEXHJ^, 2001; 朱 成 钢 等 , 2002); 目 此 研究 
者 开始 利用 家 和 在 目 身 来 表达 外 源 重 折 和 有 用 物质 的 
人 研究 逐渐 增多 ，Tomita 等 (2003 ) BH 2c mI HI fib-L R 
达 系 统 在 转基因 家 和 看 中 表达 了 人 的 亚 型 胶原 生日 


(human type II procollagen); 随后 ，Adachi 等 
( 2006 ) 同样 利用 füb-L. 表达 系统 , HKA UA AS AA 
ZA ES HAEN (prolyl 4-hydroxylase, PAH) 的 a 亚 基 
FAZER, 这 样 获 得 的 人 的 五 型 前 胶原 和 蛋 日 不 仅 具 
K I SANE EIAESILHUBEZJI, mH PAH 的 活性 比 野 
生 型 的 高 130 倍 ; Hino 等 (2006 ) 同样 利用 ,大 -L 表 
达 系 统 成 功 地 表达 了 有 生物 活性 的 丝 素 和 异 日 和 人 碱 
性 纤维 生长 因子 (human basic fibroblast growth 
factor, bFGF ) 重组 融合 重 白 (FLAbFCF ) ,在 转基因 
家 看 后 部 丝 乳 的 特异 性 融合 表达 并 分 泌 至 草 层 中 ， 
纯化 后 对 其 进行 了 生物 学 活性 鉴定 ,发 现 表 达 产 物 
基本 完全 变性 , 需 通过 谷 胱 甘 肽 氧化 还 原 系统 进行 
表达 产物 的 折 革 再 加 工 复 性 ,而 复 性 后 的 表达 产物 
生物 学 活性 不 高 , 并 且 因 外 源 基 因 的 不 同 表达 量 也 
有 所 差异 , 特别 是 重组 bFGF 的 表达 量 占 丝 素 蛋 白 
总 量 的 0.04% , ECC BU BS Be 55 H A EGFP 低 大 约 
20 倍 , 因此 , TESESEDAZCRAE VI OW si B) 2G ERMUT AE 
中 , 为 了 便于 以 后 的 产业 化 开发 研究 , 选择 何 种 有 
实用 价值 的 基因 非常 重要 , 而 目前 的 研究 认为 选择 
其 产物 具有 明显 生理 活性 、 口服 化 有 效 的 基因 或 适 
合 于 人 研发 诊断 试剂 的 基因 较为 合适 。Royer 等 
(2005) 在 P25 表达 系统 表达 了 红色 奖 光 和 蛋 日 
(DsRed) ,这 个 实验 证 明 家 看 P25 和 蛋 日 系统 可 以 获 
FREH; Kurihara $% (2007) 以 piggyBac 为 载 
Hk, 获得 了 由 家 看 丝 素 重 链 基 因 启 动 子 调控 
FeIFN/H-chain 融合 基因 ,表明 转基因 家 春 重 链表 
达 系 统 fib-H 也 能 作为 一 个 产生 活性 重组 绰 白 和 丝 
生物 材料 的 系统 , 得 到 有 活性 的 重组 蛋白 和 生物 新 
材料 ; 此 外 , 在 转基因 家 看 看 重 的 丝 胶 中 也 可 以 生 
产 多 种 重组 蛋 日 ，0gawa % (2007) 以 piggyBac 转 座 
THRA, 把 Serl 启动 子 插入 到 人 血清 蛋白 cDNA 
序列 上 游 以 及 BmNPV 增强 子 hr3 下 游 ,有 反 式 激活 
因子 了 1 用 来 增强 Serl 启动 子 的 转录 活性 , 把 重组 
载体 注射 入 看 卵 内 ,获得 转基因 家 到 ,能 在 看 丝 丝 
Hs ERA ER ZR A d iS E H (recombinant human serum 
albumin, rHSA) ,在 转基因 家 看 看 曹 中 大 约 含有 
83% 的 rHSA, 经 过 一 些 处 理 后 可 以 达到 99% 的 纯 
BE, 其 生物 活性 与 血浆 中 天 然 的 HSA 相同 ; 段 建 平 
等 (2009 ) 采 用 家 看 丝 胶 基 因 (Serl ) 启动 子 ， 以 增强 
型 绿色 灾 光 和 蛋 日 (上 GFP ) 为 第 选 标 记 , 将 人 脑 源 性 
神经 营养 因子 (human brain-derived neurotrophic 
factor, hBDNF) 基因 构建 到 piggyBac 转 座 表达 载体 
并 注射 人 家 至 早期 胚胎 , 在 丝 腺 中 获得 了 较 高 水 平 
的 特异 表达 , 这 将 在 治疗 神经 系统 疾病 方面 有 着 极 
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大 的 应 用 价值 。Zhao 等 (2009 ) 在 转基因 家 看 的 丝 
腺 和 转化 的 家 看 细胞 中 表达 人 胰岛 素 生 长 因子 I 
(human insulin like growth factor [ , hIGF-I ), 
ELISA 检测 发 现 ，hIGF-I 的 表达 水 平 , 在 转基因 看 
中 每 5 x 10 细胞 为 7 800 pg, 在 G1 代 转 基因 春 丝 
腺 中 约 为 2 440 pg/g; 李 春 峰 等 (2009) 利 用 
piggyBac 来 源 的 载体 ， 建 立 了 家 和 蛋 转 基因 技术 体 
系 , 转 育 制 作 了 植 酸 酶 转基因 家 竺 ,使 植 酸 酶 在 革 
完 中 表达 , 为 植 酸 酶 产品 的 工业 化 生产 葛 定 了 基 
fih; Lizuka 等 (2009 ) 利 用 转基因 转基因 分 别 获 得 了 
编码 小 鼠 IgG 单 克 隆 抗体 的 轻 链 、 重 链 和 轻重 混合 
链 , 重组 单 克 隆 抗体 的 抗原 结合 能 力 与 杂交 瘤 细 胞 
产生 的 抗体 相同 , 并 且 在 重组 和 蛋 日 的 N- 糖 链 端 没 有 
检测 到 ac-1,，3- 岩 营 糖 残 基 和 a-l, 6-A ERREUR AE, 
此 这 个 系统 可 能 特别 有 利于 生产 有 治疗 作用 的 单 
克隆 抗体 。Adachi 等 (2010 ) 利用 转基因 技术 在 家 
笃 中 部 丝 肿 表 达 人 工 型 胶原 生日 al 链 ( humantype 
| collagen æl chain，Qawl( I ) chain) ， 最 初 重 组 al 
( I) SE ECDUA RB 0.8%, 在 导入 IEI 基因 局 
动 子 之 后 , 含量 提高 到 8% , 获得 的 ql1( 工 ) 链 提取 
方法 简单, 研究 结 采 表明 其 分 子 量 与 人 的 al( 工 ) 
链 一 致 , 是 一 种 安全 、 优 质 的 生物 材料 , 在 答 代 市 
售 明胶 进行 细胞 培养 方面 有 者 独 特 的 优越 性 ; Hong 
等 (2010) 用 春 热 休克 型 白 Hsp70 和 Hsp40, 或 Hsc70 
和 Hsp90 的 合作 伴侣 构建 转基因 看 , Mags Y PURA 
日 的 溶解 度 及 产量 ; Zhao 等 (2010) 构 建 了 3 种 不 同 
的 丝 素 生日 HEREZA, 其 中 最 高 效 的 H 链表 达 
系统 的 转基因 看 章 中 重组 蛋白 含量 达 15%, 是 目前 
为 止 最 有 效 的 家 看 丝 乳 表达 系统 , 这 个 表达 体系 是 
生产 外 源 和 蛋白 和 新 型 功能 材料 丝 的 较 好 系统 。 
5.3.2 家 看 丝 腺 生物 反应 器 的 应 用 前 景 : 家 看 是 
重 日 质 合 成 效率 极 高 的 动物 ,具有 表达 水 平 高 、 翻 
译 后 加 工 与 修饰 、 安 全 性 高 、 成 本 低廉 等 优势 , 已 
经 成 为 某 些 真 核 生物 所 不 可 替代 的 表达 系统 ,特别 
EZA 5 龄 幼虫 能 将 虫 体 营 养 的 95% 以 上 转化 为 
丝 重 日 , 丝 胶 丝 素 基 因 的 转录 表达 系统 是 分 泌 型 重 
日 质 的 高 效 表达 系统 ,具有 强大 的 合成 重 日 质 的 能 
J, 并 且 丝 生日 启动 子 具 有 较 强 的 时 空 特异 性 , E 
形成 表达 产物 的 定点 富 集 表达 , 所 以 通过 转基因 技 
术 能 将 家 和 看 丝 胶 丝 素 转录 表达 系统 建立 成 高 效率 分 
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表达 400 多 种 蛋白 和 多 肽 , 如 干扰 素 等 ,部 分 产品 
如 小 动物 感冒 疫苗 已 经 面市 , 但 家 和 看 转基因 生物 反 
应 秀 具 有 BEVS 无 可 比拟 的 优势 , 不 仅 能 够 有 效 地 
避免 BEVS 中 外 源 基 因 不 可 稳定 传代 , 需 反 复 大 批 
量 接种 , 工作 量 大 , 稳定 性 差 以 及 表达 产物 难以 分 
离 纯化 或 分 离 纯 化 成 本 高 等 诸多 难题 , 而 且 一 旦 外 
源 目的 基因 转 人 家 看 以 后 即 可 能 在 家 看 中 稳定 遗 
传 、 持 续 表达 ， 只 需 对 家 看 进 行人 饲 育 、 繁 殖 即 可 大 
量 获取 外 源 基 因 的 表达 产物 , 因而 , 以 转基因 家 看 
表达 外 源 基因 有 可 能 适用 于 产业 化 , 同时 , 家 不 有 
着 几 千 年 的 驯养 历史 , 可 大 批量 饲养 , 饲养 周期 
短 、 成 本 低 ， 因 而 更 能 够 适应 工业 化 发 展 的 要 求 。 
FE, 家 看 己 完 全 驯化 , 在 野外 即使 有 足够 的 食物 
来 源 也 无 法 存活 ,因而 不 存在 转基因 个 体 逃 逸 带 来 
的 安全 隐患 。 目 前 , 通过 转基因 技术 , 已 经 成 功 表 
达 纯 化 了 人 焉 型 前 胶原 和 蛋白， 人 工 型 胶原 和 蛋 日 al 
链 、 人 成 纤维 细胞 生长 因子 、 猫 干扰 素 、 人 血清 蛋 
白 、 单 克隆 抗体 等 生物 活性 蛋白 , 利用 家 看 丝 腺 生 
物 反应 需 进 行 重要 蛋白、 疫苗 和 生物 材料 的 研究 正 
在 进行 , 并 且 很 多 研究 已 经 取得 了 一 定 的 成 果 , 这 
必 将 为 转基因 家 和 春 产 物 在 生产 重要 和 蛋白、 特殊 生物 
材料 等 方面 提供 更 为 广阔 的 应 用 前 景 , 一 系列 的 研 
究 表 明 家 蛋 丝 腺 细胞 表达 外 源 蛋 白 比 家 人 剧 BmNPV 
表达 系统 有 着 更 大 的 优越 性 。 

尽管 近年 来 在 家 蛋 转 基因 丝 腺 生物 方面 有 了 和 较 
大 的 发 展 , 但 是 仍然 存在 一 些 不 可 忽视 的 问题 ， 
如 : 目前 的 转基因 家 和 看 丝 腺 生物 反应 需 还 不 如 杆 状 
病毒 表达 系统 (BEVS ) 那样 成 熟 ， 外 源 基 因 的 表达 
水 平 比 在 BEVS 中 低 很 多 , 所 转 的 基因 也 大 多 数 仍 
停留 在 报告 基因 ， 即 使 有 一 些 生 物 活性 蛋白 实现 了 
表达 并 成 功 纯化 , 但 表达 量 远 不 能 满足 商品 工业 化 
生产 的 需要 , 因此 要 提高 外 源 基 因 在 转基因 家 看 中 
的 表达 水 平 , 仍 需 对 家 看 丝 和 蛋白 表达 调控 与 分 泌 机 
制 、 转 基因 过 程 中 的 精细 理论 及 过 程 等 进行 深入 研 
究 , 以 便 使 转基因 家 看 丝 腺 生物 反应 器 得 到 优化 。 
另外 , 我 们 可 以 尝试 将 家 看 BmNPV 表达 系统 和 转 
基因 家 看 丝 腺 生物 反应 器 结合 起 来 同时 表达 几 种 外 
WEH, ZA BmNPV 表达 系统 表达 的 目的 蛋白 进 
入 家 鼻血 淋巴 系统 ,而 家 和 看 丝 肿 生 物 反 应 喜 的 表达 
产物 则 是 经 家 午 绢 丝 腺 由 其 口 部 吐出 , 两 个 表达 系 
统 互 不 影响 、 表 达 产 物 相 互 隔离 且 其 表达 效率 都 很 
高 (Kato et al., 2010) , 因此 , 这 两 个 表达 系统 如 能 
同时 使 用 必定 能 够 充分 利用 桑 看 资源 ， 进一步 拓宽 
家 看 生物 反应 器 的 开发 前 景 , 解决 其 产业 化 困难 这 
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经 过 诸多 研究 人 员 不 断 热 情 的 探索 与 研究 ,家 
和 蛋 转 基因 技术 体系 日 趋 成 熟 , 在 制作 方法 、 载 体 、 
报告 基因 等 方面 都 有 了 很 大 进展 , 通过 现在 的 家 和 看 
转基因 技术 ,获得 转基因 家 看 的 成 功率 已 经 达到 
40% ,转基因 家 和 在 的 应 用 将 会 越 来 越 广泛 。 在 基础 
研究 方面 , 转基因 已 成 为 研究 家 条 基因 功能 的 重要 
方法 之 一 ,如 虹 皮 激 么 信号 途径 相关 基因 、 保 幼 激 
素 酯 酶 基因 、 家 条 抗菌 肽 基因 等 的 功能 人 研究; 同 
时 , 转基因 技术 克服 了 家 看 遗传 壁垒 和 遗传 资源 的 
局 限 , 目前 通过 转 基 家 和 在 生产 的 革 丝 具有 较 高 的 拉 
伸 强 度 、 弹 性 及 粘 附 性 能 等 优良 性 状 , 获得 的 革 丝 
还 可 以 发 出 不 同 奕 光 , 在 抗 病 抗 逆 方 面 ,获得 了 抗 
BmNPV 或 膝 黄 微 球菌 的 家 看 新 品种 ; 此 外 , 由 于 家 
绰 丝 腺 巨大 的 蛋白 合成 能 力 , 并 且 通 过 转基因 技术 
获得 的 家 和 看 丝 腺 生物 反应 天 是 一 种 安全 、 高 效 地 生 
产 外 源 和 集 晶 的 较 好 系统 , 目前 , 通过 转基因 家 在 丝 
KE Mes, 已 经 成 功 表 达 了 多 种 生物 活性 重 
日 。 随 着 转基因 技术 体系 的 不 断 完善 , 家 看 转基因 
技术 展现 出 更 加 广阔 的 应 用 前 景 , 首先 , 作为 一 种 
模式 生物 , 家 和 蛋 转 基因 扩 术 将 继续 在 昆虫 基因 功能 
研究 方面 发 挥 重 要 作用 , 可 应 用 于 研究 昆虫 神经 发 
育 , 如 大 脑 的 形成 、 神 经 生长 导向 机 制 (Liu et al., 
2009) 的 研究 等 ,为 昆虫 基础 基因 功能 的 研究 提供 
ESWARA RK, 转基因 技术 将 成 为 家 得 育 
种 的 新 手段 ,可 以 用 来 培育 强健 、 易 党 、 丝 质 优 等 
适用 春 夏 秋 大 范围 饲养 的 家 等 品 种 , MAEKA 
转基因 技术 进一步 研究 , 转基因 家 乍 可 以 合成 比 天 
和 蛋 丝 和 曙 蛛 丝 性 能 更 加 优良 的 蛋 蝗 纤维 , 并 且 使 这 
些 转 基因 看 丝 在 制作 防弹 衣 、 宇航 服 、 汽 车 复合 材 
料 、 运 动 装 备 , 甚至 新 型 建筑 材料 等 方面 有 着 广阔 
的 应 用 前 景 ; 此 外 , 随 着 转基因 家 答 丝 线 腺 生物 反 
应 带 的 进一步 改造 和 现 有 技术 体系 的 进一步 完善 ， 
利用 其 生产 高 附加 值 的 药 用 和 蛋 日 、 疫 盏 及 新 的 特殊 
生物 材料 ,在 医药 、 国 防 、 军 工 、 航 天 等 方面 的 应 
用 有 着 巨大 的 发 展 潜力 , 如 把 转基因 家 看 制作 抗体 
投入 生产 , 将 会 形成 一 个 很 大 的 产业 链 。 

尽管 近年 来 在 家 重 转 基因 方面 有 了 较 大 的 发 
展 , 但 是 仍然 存在 一 些 不 可 忽视 的 问题 , 如 : 外 源 
基因 的 表达 水 平 比 在 杆 状 病毒 表达 系统 中 低 很 多 ; 
对 转基因 过 程 中 的 精细 理论 及 过 程 还 不 太 清 楚 等 ; 


转基因 产品 尚未 达到 商品 化 生产 的 地 步 , 这 些 都 是 
吸 待 解决 的 重要 课题 。 所 以 仍 需 对 家 看 丝 蛋 日 表达 
调控 、 分泌 等 机 制 进行 深入 人 研究, 不 断 优化 丝 腺 生 
VJ cords, 使 之 更 积极 地 向 产业 化 方向 迈进 ; 另 一 
方面 , 对 外 源 基 因 的 有 效 导 和 人、 在 特 主 细胞 中 的 稳 
定 整合 与 遗传 等 问题 还 需 进 一 步 研究 。 


参考 文献 (References) 


Adachi T, Tomita M, Shimizu K, Ogawa S, Yoshizato K, 2006. 
Generation of hybrid transgenic silkworms that express Bombyx mori 
prolyl-hydroxylase w-subunits and human collagens in posterior silk 
glands: production of cocoons that contained collagens with 
hydroxylated proline residues. J. Biotechnol., 126(2) : 205 -219. 

Adachi T, Wang XB, Murata T, Obara M, Akutsu H, Machida M, 
Umezawa A, Tomita M, 2010. Production of a non-triple helical 
collagen œ chain in transgenic silkworms and its evaluation as a 
gelatin substitute for cell culture. Biotechnol. Bioeng., 106 (6): 
860 — 870. 

Balteskard L, Vnneberg K, Halvorsen D, Hansen JB, Revhaug A, 
1998. Effects of insulin-like growth factor 1 on neutrophil and 
monocyte functions in normal and septic states. J. Par. Ent. Nutr., 
22(3) : 127 - 135. 

Cao GL, Xue RY, He Z, Zheng XJ, Shen WD, Gong CL, 2006. 
Research on hGM-CSF  transgentic silkworm with piggyBac 
transposon. Acta Sericologica Sinica, 32(3); 324 - 328. | EJ" 
Jj, RCF, MÆ, Apo UE, 沈 卫 德 , mK, 2006. 基于 
PiggyBac 转 座 子 转 hGM-CSF AKERWA. de My REPE, 32 
(3): 324 - 328] 

Chen JE, Weng HB, Meng ZQ, 2008. Progress of the research on 
silkworm transgenic. Bulletin of Sericulture, 39(3) : 5 - 8. | Bk 
R, SAR, MAJN, 2008. KERERE. 看 桑 通报 ， 
39(3):5-8] 

Chen KP, Xu JP, Yao Q, 2003. Progresses of the molecular biology in 
silkworm. Life Sci. Res., 7(3) : 208 -213. | 陈 克 平 , RZ, 姚 
8j, 2003. 家 春分 子 生 物 学 研究 进展 . 生命 科学 研究 , 7(3 ) : 
208 -213 ] 

Chen X, Zhao Y, Zhang F, Peng WP, Feng XL, Huang JT, Lu CD, 
1999. Transformation of neomycin resistance gene ( neo) into 
silkworm ( Bombyx mori L. ). Acta Biochim. Biophys. Sin., 31 (1): 
90 -92. [ 陈 秀 , K, 张 峰 , ZEF, BRR, AARE, MK 
18, 1999. 新 霉 素 抗 性 基因 在 家 符 中 的 插入 和 表达 . 生物 化 学 
与 生物 物理 学 报 , 31(1) : 90 -92 

Chen YL, Ren CZ, Gui MY, 1993. Preliminary study on the artificial 
insemination of the domesticated silkworm and eri silkworm. Journal 
of Xiamen University ( Natural Science) , 32 (S1): 9-15. [ 陈 元 
霖 , 任 承 贞 ，, ERI, 1993. KEMERE AL BOR 9) 2P EAE. 
厦门 大 学 学 报 ( 自然 科学 版 ), 32( 增 刊 1) : 9-15] 

Dai FY, Lu C, Xiang ZH, Chen ZY, Chen YL, 2000. Genetical 
research of BT924 — a new line in white egg mutants of silkworm. 
Hereditas , 22(4) ; 229 - 232. |[ 代 方 银 , 鲁 成 , 向 仲 怀 , KREZ, 
陈 元 霖 , 2000. 家 看 白 卵 突变 新 系 BT924 的 遗传 学 人 研究 . 遗传 ， 


2 期 周 局 升 等 : 转基因 家 蛋 的 研究 进展 及 应 用 前 景 207 


22(4) ; 229 -232 | 

Dai H, Ma L, Wang J, Jiang R, Wang Z, Fei J, 2008. Knockdown of 
ecedysis-triggering hormone gene with a binary UAS/GAI4 RNA 
interference system leads to lethal ecdysis deficiency in silkworm. 
Acta Biochim. Biophys. Sin., 40(9) : 790 —795. 

Dai HJ, Xu GJ, Thomas JL, Wang ZG, Jiang RJ, Fei J, 2005. Highly 
efficient and stable transgenic silkworm technology established using 
piggybac of Lepidoptera. Chin. Sci. Bull., 50(14) : 1470 — 1474. 
[IRITA , 徐 国 江 ，Thomas JL, FHA, PETER, Iri, 2005. 
利用 鳞 翅 目 来 源 的 转 座 子 piggyBac 建立 高 效 稳定 的 转基因 家 
RAR. 科学 通报 , 50(14): 1470 -1474 ] 

Duan JP, Xu HF, Ma SY, Deng DJ, Wang F, Xia QY, 2009. 
Expression of hBDNF gene in the silk gland of transgenic silkworm, 
Bombyx mori. Acta Sericologica Sinica, 35(2) : 248 - 252. | RÆ 
F, 徐 汉 福 , 马 三 垣 , 邓 党 军 , 王峰 , 夏 庆 友 , 2009. 人 脑 源 性 
神经 营养 因子 基因 (ABDNF ) 在 转基因 家 乍 丝 腺 中 的 特异 表达 . 
看 业 科 学 , 35(2): 248 -252] 

Fuji T, Daimon T, Uchino K, Banno Y, Katsuma S, Sezutsu H, 
Tamura T, Shimada T, 2010. Transgenic analysis of the BmBLOS2 
gene that governs the translucency of the larval integument of the 
silkworm, Bombyx mori. Insect Mol. Biol., 19(5) : 659 —667. 

Gui MY, Chen YL, Liu ZW, Wu WG, 1997. A study on artificial 
insemination of silkworm and ultra-low temperature storage of sperm. 
Hereditas, 19( S1); 83 —84. | TEGERE, BAJUXK, X, RA 
光 , 1997. 家 看 人 工 授 精 与 精子 超低温 保存 研究 遗传, 19( 增 
刊 1): 83-84] 

Guo XY, Dong L, Wang SP, Guo TQ, Wang JY, Lu CD, 2004. 
Introduction of foreign genes into silkworm eggs by electroporation 
and its application in transgenic vector test. Acta Biochim. Biophys. 
Sin., 36(5) : 323 -330. 

Guo XY, Zhou ZY , Feng LC, Wang L, Lu C, Xiang ZH, 2001. Sperm- 
mediated gene transformation of silkworm. Prog. Biochem. Biophys., 
28(3):423 -425. | 郭 秀 洋 , 周 泽 扬 , 冯 丽 春 , 汪 琳 , 鲁 成 , 问 
仲 怀 , 2001. 利用 精子 介 导 法 向 看 卵 导 入 外 源 基因 的 研究 ， 生 
物化 学 和 生物 物理 进展 , 28(3) : 423 - 425] 

Handler AM, 2002. Use of the piggyBac transposon for germline 
transformation of insects. Insect Biochem. Mol. Biol., 32(10) :1211 
- 1220. 

Hino R, Tomita M, Yoshizato K, 2006. The generation of germline 
transgenic silkworms for the production of biologically active 
recombinant fusion proteins of fibroin and human basic fibroblast 
growth factor. Biomater., 27(33) : 5715 — 5724. 

Hong SM, Yamashita J, Mitsunobu H, Uchino K, Kobayashi I, Sezutsu 
H, Tamura T, Nakajima H, Miyagawa Y, Lee JM, Mon H, Miyata 
Y, Kawaguchi Y, Kusakabe T, 2010. Efficient soluble protein 
production on transgenic  silkworms expressing cytoplasmic 
chaperones. Appl. Microbiol. Biotechnol., 87 (6): 2147 —2156. 

Horard B, Mangé A, Pélissie B, Couble P, 1994. Bombyx gene 
promoter analysis in transplanted silk gland transformed by particle 
delivery system. Insect Mol. Biol., 3(4): 261 -265. 

Hom C, Wimmer EA, 2000. A versatile vector set for animal 


transgenesis. Dev. Genes Evol., 210(12) : 630 - 637. 


Huang JT, 2001. Studies on artificial silk protein. Bulletin of 
Sericulture, 32(3) : 1 -6. [ E28, 2001. 人 工 丝 蛋白 的 研究 . 
ARMIR, 32(3):1-6] 

Huang K, Li CF, Gan JF, Meng BC, Li Z, Zhou ZY, 2009. A 
preliminary study on utilizing RNA interference to confer enhanced 
resistance to BmNPV in transgenic silkworm. Acta Sericologica 
Sinica, 35(2) : 308 -313. [| BL, 李 春 峰 , 甘 进 锋 , 蒙 炳 超 , F 
智 , 周 泽 扬 , 2009. 利用 转基因 RNA 干涉 提高 家 和 看 对 BmNPV 
的 抗 性 初探 . 看 业 科 学 , 35(2) : 308 -313] 

Imamura M, Nakahara Y, Kanda T, Tamura T, Taniai K, 2006. A 
transgenic silkworm expressing the immune-inducible cecropin B- 
GFP reporter gene. Insect Biochem. Mol. Biol., 36(5) : 429 — 434. 

Imamura M, Nakai J, Inoue S, Quan GX, Kanda T, Tamura T, 2003. 
Targeted gene expression using the GAIA/UAS system in the 
silkworm Bombyx mori. Genetics, 165; 1329 — 1340. 

Inoue S, Kanda T, Imamura M, Quan GX, Kojima K, Tanaka H, 
Tomita M, Hino R, Yoshizato K, Mizuno S, Tamura T, 2005. A 
fibroin secretion-deficient silkworm mutant, Nd-s? , provides an 
efficient system for producing recombinant proteins. /nsect Biochem. 
Mol. Biol., 35(1) ; 51 —59. 

Isobe R, Kojima K, Matsuyama T, Quan GX, Kanda T, Tamura T, 
Sahara K, Asano SL, Bando H, 2004. Use of RNAi technology to 
confer enhanced resistance to BmNPV on transgenic silkworms. 
Arch. Virol., 149(10) : 1931 - 1940. 

Kanginakudru S, Royer C, Edupalh SV, Jalabert A, Maucham PB, 
Chandrashekaraiah, Prasad SV, Chavaney G, Couble P, Nagaraju 
J, 2007. Targeting ie-/ gene by RNAi induces baculoviral resistance 
in lepidopteran cell lines and in transgenic silkworms. /nsect Mol. 
Biol., 16(5) : 635 - 644. 

Kato T, Kajikawa M, Maenaka K, Park EY, 2010. Silkworm expression 
system as a platform technology in life science. Appl. Microbiol. 
Biotechnol., 85(3) : 459 —470. 

Kawamoto N, 1999. Transfer foreign genes to somatic cells of Bombyx 
mori with moloney murine leukemia virus vector. Abstracts of the 
69th Annual Meeting, the Japanese Society of Sercultural Science. 
53. [ 河 本 夏 雄 , 1999. HR JE R RA IISA E RAE 
细胞 导入 外 源 基 因 . 第 69 Jm HZ RE ZEE DERE B. 53] 

Kimata H, Yoshida A, 1994. Effect of growth hormone and insulin-like 
growth factor-I on immunoglobulin production by and growth of 
human B cells. J. Clin. Endocrinol. Metab., 78(3) ; 635 — 641. 

Kojima K, Kuwana Y, Sezutsu H, Kobayashi I, Uchino K, Tamura T, 
Tamada Y, 2007. A new method for the modification of fibroin 
heavy chain protein in the transgenic silkworm. Biosci. Biotechnol. 
Biochem., 71(12) : 2943 - 2951. 

Kurihara H, Sezutsu H, Tamura T, Yamada K, 2007. Production of an 
active feline interferon in the cocoon of transgenic silkworms using 
the fibroin H-chain expression system. Biochem. Biophys. Res. 
Commun., 355 (4) : 976 —980. 

Larsen C, Franch-Marro X, Hartenstein V, Alexandre C, Vincent JP, 
2006. An efficient promoter trap for detection of patterned gene 
expression and subsequent functional analysis in Drosophila. Proc. 


Natl. Acad. Sci. USA, 103(47) : 17813 — 17817. 


208 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 54 卷 


Li CF, Huang K, Gan JF, Meng BC, Li Z, Xia QY, Zhou ZY, 2009. 
Transgenic breeding of silkworms for the production of recombinant 
phytases. Acta Entomol. Sin. 52(7); 713 — 720. | 25g ME, 3x 
科 , 甘 进 锋 , RINE, FE, RRA, 周 泽 扬 , 2009. 转 植 酸 酶 
基因 家 大 的 制作 及 表达 检测 . 昆虫 学 报 , 52(7): 713 -720] 

Li ZG, Rong R, 1997. A new technique of transgenesis by PFGE. 
Sericologia , 37 (3) : 429 —435. 

Li ZG, Zhou CZ, Tang HL, Fan JG, 1995. Transferring Y AC-mediated 
fibroin gene of antheraea yamamai to Bombyx mori and genetic 
expression in F5. Chin. Sci. Bull., 40(24) : 2267 -2269. | 4&1 
刚 , 周 从 照 , 唐 恒 立 , WAK, 1995. YAC 介 导 的 天 看 丝 素 基因 
癌 家 看 的 转移 及 其 在 Ff, 代 中 的 表达 . 科学 通报 , 40(24) : 2267 
-2269 | 

Liu HF, Li W, Wang Y, Jiang P, Guo C, 2006. Construction of 





silkworm transgenic spider draggling silk gene expression vector. 
Journal of Hunan University ( Natural Sciences), 33(5).: 105 - 
109. [JXIERZE, FE, EF, P, W, 2006. 蜘蛛 拖 牵 丝 重 
白 基 因 转 家 和 看 表达 质粒 的 构建 . 湖南 大 学 学 报 (自然 科学 版 ) ， 
33(5) : 105 - 109] 

Liu QX, Hiramoto M, Ueda H, Gojobon T, Hiromi Y, Hirose S, 2009. 
Midline governs axon pathfinding by coordinating expression of two 
major guidance systems. Genes Develop., 23(10) : 1165 — 1170. 

Liu QX, Ueda H, Hirose S, 2000. MBF2 is a tissue- and stage-specific 
coactivator that is regulated at the step of nuclear transport in the 
silkworm Bombyx mori. Dev. Biol., 225(2) : 437 —446. 

Liu X, Linnington C, Webster HD, Lassmann S, Yao DL, Hudson LD, 
Wekerle H, Kreutzberg GW, 1997. Insulin-like growth factor-I 
treatment reduces immune cell responses in acute non-demyelinative 
experimental autoimmune encephalomyelitis. J. Neurosci. Res., 47 
(5): 531 - 538. 

Lizuka M, Ogawa S, Takeuchi A, Nakakita S, Kubo Y, Miyawaki Y, 
Hirabayashi J, Tomita M, 2009. Production of a recombinant mouse 
monoclonal antibody in transgenic silkworm cocoons. FEBS J., 276 
(20): 5806 - 5820. 

Lurquin PF, 1997. Gene transfer by electroporation. Mol. Biotechnol., 7 
(1): 5-35. 

Ma SY, Xu HF, Duan JP, Zhao AC, Zhang MR, Xia QY, 2009. Effect 
of several factors on the transformation efficiency in the transgenic 
technology of silkworm, Bombyx mori. Acta Entomol. Sin., 52 (6): 
595 - 603. [ 马 三 垣 , 徐 汉 福 , REF, 赵 爱 春 , KRX, 夏 庆 
友 , 2009. 家 看 转基因 技术 中 硅 干 因素 对 转基因 效率 的 影响 ， 
昆虫 学 报 , 52(6) : 595 -603] 

Mangé A, Julien E, Prudhomme JC, Couble P, 1997. A strong 
inhibitory element down-regulates SRE-stimulated transcription of 
the A3 cytoplasmic actin gene of Bombyx mori. J. Mol. Biol., 265 
(3) : 266 - 274. 

Marshall A, 1998. The insects are coming. Nat. Biotechnol., 16 (6) : 
530 - 553. 

Meng ZQ, Yao SL, Wang WM, Ye AH, Liu J, 1990. Application of 
exogenous gene transfer in silkworm ( Bombyx mori ) by 
microprojection. Acta Agriculturae Zhejiangensis, 2(4) : 1-6. | 
智 启 , BEER, 王 为 民 , 叶 爱 红 , XE, 1990. 基因 枪 喷射 技术 


在 家 和 奏 外 源 基 因 转 移 中 的 应 用 . 浙江 农业 学 报 , 2(4) : 1-6] 

Mita K, Kasahara M, Sasaki S, Nagayasu Y, Yamada T, Kanamori H, 
Namiki N, Kitagawa M, Yamashita H, Yasukochi Y, Kadono- 
okuda K, Yamamoto K, Ajimura M, Ravikumar G, Shimomura M, 
Nagamura Y, Shin-i T, Abe H, Shimada T, Morishita S, Sasaki T, 
2004. The genome sequence of silkworm, Bombyx mori. DNA Res., 
11(1): 27 -35. 

Mori H, Yamao M, Nakazawa H, Sugahara Y, Shirai N, Matsubara F, 
Sumida M, Imamura T, 1995. Transovarian transmission of a 
foreign gene in the silkworm, Bombyx mori, by Autographa 
californica nuclear polyhedrosis virus. Biotech., 13 (9): 1005 
- 1007. 

Moto K, Salam SEA, Sakurai S, Iwami M, 1999. Gene transfer into 
insect brain and cell-specific expression of bombyxin gene. Dev. 
Genes Evol., 209 (7) : 447 - 450. 

Mounier N, Prudhomme JC, 1986. Isolation of actin genes in Bombyx 
mori; the coding sequence of a cytoplasmic actin gene expressed in 
the silk gland is interrupted by a single intron in an unusual 
position. Biochimie, 68(9) : 1053 - 1061. 

Mounier N, Prudhomme JC, 1991. Differential expression of muscle and 
cytoplasmic actin genes during development of Bombyx mori. Insect 
Biochem., 21(5) ; 523 - 533. 

Nolan T, Bower TM, Brown AE, Crisanti A, Catteruccia F, 2002. 
PiggyBac-mediated germline transformation of the malaria mosquito 
Anopheles stephensi using the red fluorescent protein dsRED as a 
selectable marker. J. Biol. Chem., 277(11) : 8759 - 8762. 

Ogawa S, Tomita M, Shimizu K, Yoshizato K, 2007. Generation of a 
transgenic silkworm that secretes recombinant proteins in the sericin 
layer of cocoon: production of recombinant human serum albumin. 
J. Biotechnol., 128(3) : 531 — 544. 

Peng JX, Yang H, Hong HZ, 2006. Molecular Geneties of Insect. 
Huazhong Normal University Press, Wuhan. 86 -90. | ZÆ, 杨 
ZL, HR, 2006. 昆虫 分 子 遗 传 学 . 武汉 : 华中 师范 大 学 出 版 
fL. 86 -90 | 

Qin J, He NJ, Xiang ZH, 2010. Advances in silkworm modeling 
research. Acta Sericologica Sinica, 36(4) ;: 645 - 649. | 2&4, 何 
T, 向 仲 怀 , 2010. 家 在 模 式 化 研究 进展 . 看 业 科 学 , 36(4) : 
645 -649 | 

Royer C, Jalabert A, Da Rocha M, Grenier AM, Maucham PB, Couble 
P, Chavaney G, 2005. Biosynthesis and cocoon-export of a 
recombinant globular protein in transgenic silkworms. Transgenic 
Res., 14(4) : 463 - 472. 

Sheng D, Wu X, Li G, Han M, Zhuang Y, Xu T, 2005. Efficient 
transposition of the piggyBac ( PB) transposon in mammalian cells 
and mice. Cell, 122(3) :473 —483. 

Tamura T, Kanda T, Takiya S, Okano K, Maekawa H, 1990. Transient 
expression of chimeric CAT genes injected into early embryos of the 
domesticated silkworm Bombyx mori. Jpn. J. Genet., 65(6) ; 401 
-410. 

Tamura T, Thibert C, Royer C, Kanda T, Eappen A, Kamba M, 
Kómoto N, Thomas JL, Maucham PB, Chavaney G, Shirk P, 
Fraser M, Prudhomme JC, Couble P, 2000. 


Germline 


2 期 周 局 升 等 : 转基因 家 蛋 的 研究 进展 及 应 用 前 景 209 


transformation of the silkworm Bombyx mori L. using a piggyBac 
transposon-derived vector. Nat. Biotechnol., 18(1) : 81 — 84. 

Tan A, Tanaka H, Tamura T, Shiotsuki T, 2005. Precocious 
metamorphosis in transgenic silkworms overexpressing juvenile 
hormone esterase. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 102(33); 11751 
- 11756. 

Tanaka H, Yamamoto M, Moriyama Y, Yamao M, Furukawa S, 
Sagisaka A, Nakazawa H, Mori H, Yamakawa M, 2005. A novel 
Rel protein and shortened isoform that differentially regulate 
antibacterial peptide genes in the silkworm Bombyx mori. Biochim. 
Biophys. Acta, 1730(1) ; 10 -21. 

Tatematsu K, Kobayashi I, Uchino K, Sezutsu H, Lizuka T, Yonemura 
N, Tamura T, 2010. Construction of a binary transgenic gene 
expression system for recombinant protein production in the middle 
silk gland of the silkworm Bombyx mori. Transgenic Res., 19(3) : 
473 - 487. 

Thomas JL, Da Rocha M, Besse A, Maucham PB, Chavancy G, 2002. 
3 x P3-EGFP marker facilitates screening for transgenic silkworm 
Bombyx mori L. from the embryonic stage onwards. Insect Biochem. 
Mol. Biol., 32(3) : 247 -253. 

Tomita M, Munetsuna H, Sato T, Adachi T, Hino R, Hayashi M, 
Shimizu K, Nakamura N, Tamura T, Yoshizato K, 2003. 
Transgenic silkworms produce recombinant human type II 
procollagen in cocoons. Nat. Biotechnol., 21 (1); 52 —56. 

Toshiki T, Chantal T, Corinne R, Toshio K, Eappen A, Mari K, Natuo 
K, Jean-Luc T, Bernard M, Gérard C, Paul S, Malcolm F, Jean- 
Claude P, Pierre C, 2000. Germline transformation of the silkworm 
Bombyx mori L. using a piggyBac transposon-drived vector. Nat. 
Biotechnol., 18. 81 —84. 

Uhlířová M, Asahina M, Riddiford LM, Jindra M, 2002. Heat-inducible 
transgenic expression in the silkmoth Bombyx mori. Dev. Genes 
Evol., 212(3) : 145 - 151. 

Wang W, Swevers L, Iatrou K, 2000. Mariner ( Mosl ) transposase and 
genomic integration of foreign gene sequences in Bombyx mori cells. 
Insect Mol. Biol., 9(2) ; 145 - 155. 

Wen HX, Lan XQ, Zhang YS, Zhao TF, Wang YJ, Kajiura Z, 
Nakagaki M, 2010. Transgenic silkworms ( Bombyx mori) produce 
recombinant spider dragline silk in cocoons. Mol. Biol. Rep., 37 
(4) : 1815 - 1821. 

Wu XF, Cao CP, 2004. Targeting of human aFGF gene into silkworm, 
Bombyx mori L. through homologous recombination. J. Zhejiang 
Univ. Sci., 5(6) : 644 — 650. 

Xia Q, Wang J, Zhou Z et al., 2008. The genome of a lepidopteran 
model insect, the silkworm Bombyx mori. Insect Biochem. Mol. 
Biol., 38 (12) : 1036 - 1045. 

Xia QY, Guo YR, Zhang Z et al., 2009. Complete resequencing of 40 
genomes reveals domestication events and genes in silkworm 
( Bombyx). Science, 326(5951) : 433 — 436. 

Xia QY, Zhou ZY, Lu C et al., 2004. A draft sequence for the genome 
of the domesticated silkworm ( Bombyx mori ). Science, 306 
(5703) : 1937 —1940. 

Xiang ZH, Huang JT, Xia JG, Lu C, 2005. Biology of Sericulture. 


China Forestry Publishing House, Beijing. 1 -5. [向 仲 怀 , 黄 君 
=, 夏 建 国 , 鲁 成 , 2005. 看 丝 生 物 学 . 北京 : 中 国 林业 出 版 
tb. 1-5] 

Xu HF, Xia QY, Liu C, Wu XF, Yang YP, Zhao P, Xiang ZH, 2005. 
Construction and expression of the transgenic vector pBacA3EG in 
the silkworm Bombyx mori. Acta Entomol. Sin., 48(5) : 799 —803. 
[ 徐 汉 福 , ARA, HE, AGE, 杨 远 萍 ， 赵 萍 ,向 仲 怀 ， 
2005. 家 看 转基因 载体 pBacA3EG 的 构建 及 其 表达 . 昆虫 学 报 ， 
48(5): 799 -803 ] 

Xue RY, Cao GL, Wang CL, Liu B, Shen WD, Gong CL, 2008. 
Inhibitory effects of cells transformed and transfected with ie-1 and 
lef-1 dsRNA expression elements on proliferation of Bombyx mori 
nucleopolyhedrovirus. Sci. Sericul., 34(2) : 250 -256. [ELF, 
195 7j, ERÈ, 刘波 , 沈 卫 德 , 贡 成 良 , 2008. ie-l 和 lef-1 基 
因 dsRNA 表达 元 件 转 染 及 转化 细胞 对 家 在 核 型 多 角 体 病毒 增 
殖 的 抑制 . 看 业 科学 , 34(2) : 250 -256] 

Yamamoto M, Yamao M, Nishiyama H, Sugihara S, Nagaoka S, Tomita 
M, Yoshizato K, Tamura T, Mor H, 2004. New and highly 
efficient method for silkworm  transgenesis using Autographa 
californica nucleopolyhedrovirus and piggyBac transposable element. 
Biotechnol. Bioeng., 88(7); 849 —853. 

Yamao M, Katayama N, Nakazawa H, Yamakawa M, Hayashi Y, Hara 
S, Kamei K, Mori H, 1999. Gene targeting in the silkworm by use 
of a baculovirus. Genes Dev., 13(5) : 511 —516. 

Yanagisawa S, Zhu ZH, Kobayashi I, Uchino K, Tamada Y, Tamura T, 
Asakura T, 2007. Improving cell-adhesive properties of recombinant 
Bombyx mori silk by incorporation of collagen or fibronectin derived 
peptides produced by transgenic silkworms. Biomacromolecules, 8 
(11) : 3487 -3492. 

Yang HJ, Zhuang LF, Fan W, Lan TY, Ding N, Lu CD, Zhong BX, 
2008. Transgenic research of A3  promoter-deficient piggyDBac- 
derived transposon in the silkworm, Bombyx mori. Acta Sericologica 
Sinica, 34(1): 41 - 44. [ £5 LIB, E55, 范 伟 , RZ, T 
KR, 陆 长 德 , 钟 伯 雄 , 2008. A3 启动 子 缺 陷 pigeyBac 转 座 子 在 
家 乍 中 的 转基因 研究 . 看 业 科 学 , 34(1) : 41 - 44] 

Yang JH, Lu CD, Wang DG, Kong WQ, 2010. Construction of dsRNA 
expression vector with ie-2 gene of BmNPV. Journal of Southwest 
University ( Natural Science Edition) , 32(16) : 23 -26. | £g X, 
户 从 德 , 王 代 刚 , 孔 卫 青 , 2010. KÆRA LHEIT ie-2 基因 
dsRNA 表达 载体 的 构建 .西南 大 学 学 报 (自然 科学 版 )，32 
(16): 23 - 26] 

Zhang F, Chen X, Zhao Y, Qi GR, Hang JT, Lu CD, 1999. Transgenic 
silkworm of anti-NPV ribozyme. Acta Biochim. Biophys. Sin., 31 
(3): 331 -333. [ 张 峰 ， 陈 秀 , EXE, WER, RAE, hii 
德 , 1999. ji NPV- 核 酶 转基因 看 的 研究 .生物 化 学 与 生物 物理 
学 报 , 31(3) : 331 -333] 

Zhang F, Zhao Y, Chen X, Xu AY, Huang JT, Lu CD, 1999. 
Fluorescent transgenic silkworm. Acta Biochim. Biophys. Sin., 31 
(2) : 119 - 123. 

Zhang F, Zhao Y, Huang R, Qi GR, Lu CD, Chen X, Huang JT, 
1997. Expression of green fluorescent protein in Bombyx mori cells. 


Acta Sericologica Sinica, 23(3) : 135 -136. [ 张 峰 , XI, ER 


210 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 54 卷 


TESTE, 陆 长 德 , 陈 秀 , RAE, 1997. 5R(S SOLE EH TEC AM 
胞 中 的 表达 . 看 业 科学 , 23(3) : 135-136] 


Zhang YS, Xia DG, Zhang GZ, Tang SM, Shen XJ, Zhao HQ, Guo XJ, 


2007. The improvement on the sperm mediated gene transfer system 
for the silkworm, Bombyx mori. Acta Sericologica Sinica, 33(2) : 
201-206. [ 张 业 顺 , REN, 张 国 政 , 唐 顺 明 , 沈 兴 家 , E 
Ej, WAK, 2007. 家 和 看 精子 介 导 转基因 技术 体系 的 优化 . Æ 
业 科 学 , 33(2) : 201 -206 ] 


Zhao A, Zhao T, Zhang Y, Xia Q, Lu C, Zhou Z, Xiang Z, Nakagaki 


M, 2010. New and highly efficient expression systems for expressing 
selectively foreign protein in the silk glands of transgenic silkworm. 


Transgenic Res., 19(1) : 29 —44. 


Zhao Y, Chen X, Peng WP, Dong L, Huang JT, Lu CD, 2001. 


Altering fibroin heavy chain gene of silkworm Bombyx mori by 
homologous recombination. Acta Biochim. Biophys. Sin., 33(1); 
112-116. [ £XBP3, KE, E BY, EN, BB, Mik, 
2001. 利用 同 源 重组 改变 家 乔 丝 心 蛋 白 重 链 基 因 . 生物 化 学 与 
生物 物理 学 报 , 33(1) : 112 - 116] 


Zhao Y, Li X, Cao GL, Xue RY, Gong CL, 2009. Expressing of hIGF- 


I in silk gland tissue of transgenic silkworm and transformed cultured 
cells. Sci. China Ser. C; Life Sci., 39(7) : 677 - 684. | 赵 越 , 李 
HE. EJ JJ. 薛 仁 宇 , 贡 成 良 , 2009. 转基因 家 看 丝 腺 组 织 和 转 
化 家 看 培养 细胞 表达 hIGF-I. 中 国 科 学 C 辑 : 生命 科学 ,39 
(7) : 677 —684 | 


Zhao Y, Li X, Cao GL, Xue RY, Gong CL, 2009. Expression of hIGF- 


I in the silk glands of transgenic silkworms and in transformed 
silkworm cells. Sci. China Ser. C; Life Sci., 52 (12): 1131 
- 1139. 

CG, Jin YF, Shi F, Jin RZ, Wu YC, Zhang YZ, 2002. 
Construction of transgenic silkworm gene targeting vectors based on 
fibroin light chain. J. Agric. Biotechnol., 10(2) : 171 —175. | 7k 
成 钢 , EBE, SE. ERI, REW, IEI, 2002. 用 丝 心 
蛋白 轻 链 基因 构建 转基因 家 看 基 因 打 靶 载 体 . 农业 生物 技术 学 
报 , 10(2) : 171 - 175] 





(责任 编辑 : 赵 利 辉 ) 


